l. RESUMEN

Las infecciones oculares causadas por Chlamydia trachomatis suelen causar
sintomas de ardor bilateral y sensacion de cuerpo extrafio, al igual que infecciones
viricas o alergias, lo que hace dificil un diagnostico conclusivo y pueden pasar
inadvertidas. El presente estudio fue realizado en 120 pacientes de ambos sexos,
mayores de 15 afios que acudieron a consulta por primera vez a la Unidad Nacional de
Oftalmologia, con sintomas de infeccion clamidial, con el fin de evaluar la concordancia
de dos métodos diagndsticos de diferente principio. Uno de los métodos fue la
observacion directa con coloracion de Giemsa y el otro fue la prueba rapida ICH-502
Quick-Check (Acon Laboratorios, USA).

Se tom6 la muestra mediante un raspado del tarso superior de ambos ojos de los
pacientes. A cada una se le practico tanto la prueba rapida como la coloracion de
Giemsa. Todas las muestras dieron resultado negativo con la prueba rapida, mientras
que 32 por ciento presentd cuerpos de inclusion clamidiales con la tincion de Giemsa,
mostrando falta de concordancia entre ambas pruebas segun el indice de kappa. Los
resultados indican que la observacion microscopica de la tincién de Giemsa sigue
siendo la prueba diagndstica de eleccién por ser de bajo costo y con resultados
confiables para diagnosticar tempranamente infecciones oculares por C. trachomatis.
Esto altimo bajo la premisa de que una muestra tomada adecuadamente sea analizada
por personal capacitado. Se observaron escasos cuerpos de inclusion en 24.5 por ciento
de los casos, indicando que las caracteristicas epidemioldgicas de C. trachomatis

relacionada con tracoma, orientan hacia una entidad mas benigna.



II. INTRODUCCION

Actualmente existe una variedad de métodos diagndsticos disponibles con los
que se ha incrementado el reconocimiento del papel que juegan las especies del género
Chlamydia, en especial C. trachomatis, en la patogénesis de diversas enfermedades.
Desde hace algunos afios se considera al género Chlamydia como un grupo de
“bacterias especializadas™ por ser de tamafio pequefio y reproducirse tan sélo en el
interior de la célula huésped, lo que contribuy6 a que se considerara como virus por
mucho tiempo. Sin embargo, existen importantes diferencias como su division por
fision binaria, su contenido de &cidos nucleicos (ADN y ARN), su pared celular es

Gram negativo y son sensibles a las sulfonamidas y a otros antibioticos (1 - 3).

C. trachomatis afecta a una gran parte de la poblacion mundial produciendo
enfermedades a nivel genital, pulmonar y ocular; en Guatemala por ser un agente
etiolégico importante, con fines de este estudio, ha tenido la mayor atencion las
infecciones a nivel ocular. En el adulto la infeccién ocular por C. trachomatis se suele
diagnosticar de forma err6nea y para su reconocimiento es necesario sospechar de la
enfermedad y conocer sus caracteristicas clinicas. Muchos de los casos no son
diagnosticados a tiempo, sino cuando ya existe un tracoma establecido, que afecta
aproximadamente a 400 6 500 millones de personas y es la principal causa de ceguera

prevenible en el mundo (1, 3, 4).

La infeccion ocular causada por C. trachomatis se diagnostica en el laboratorio
por una prueba citoldgica con tincion de Giemsa, demostrando las inclusiones basofilas
intracitoplasmicas en un frote de raspado del tarso conjuntival. Esta es una prueba
sencilla, rapida y de alta especificidad, siempre y cuando sea examinada la totalidad del
frote. Por serologia se diagnostica al determinar el titulo de anticuerpos especificos; sin
embargo, ésto altimo no ha demostrado su eficacia en las patologias oculares. El
diagndstico confirmatorio se realiza mediante la demostracion de inclusiones de
Chlamydia en las células de cultivo, el cual es mas sensible y especifico, pero a la vez
muy laborioso, caro, tardado y no esta disponible rutinariamente en la mayoria de

laboratorios. Gracias a los avances de la biologia molecular se puede diagnosticar por



medio de la técnica de amplificacion del ADN como la reaccién en cadena de la
polimerasa (PCR) y reaccién en cadena de la ligasa (LCR), las cuales son pruebas con
alta especificidad y sensibilidad pero, al igual que el cultivo celular, su costo es elevado
y no se encuentran disponibles en los laboratorios de nuestro medio. Ultimamente se
han desarrollado métodos inmunolégicos para la deteccion cualitativa del antigeno de
Chlamydia en pruebas répidas, por medio de un inmunoensayo cromatografico; las
cuales ofrecen una alternativa al diagndstico temprano y correcto de infeccion ocular

causada por C. trachomatis (1, 4-7).

Se estima que un 10 por ciento de los pacientes nuevos que acuden a la Unidad
Nacional de Oftalmologia presentan sensacion de cuerpo extrafio y ardor bilateral,
sintomas caracteristicos de una infeccion por C. trachomatis, pero igualmente de una
infeccion virica o de una reaccién alérgica, lo que hace dificil su diagndstico
conclusivo. El presente estudio se realizo con el fin de evaluar la concordancia entre la
prueba rapida para determinar el antigeno de Chlamydia ICH-502® Quick-Check
(Acon Laboratorios, USA), segun el indice de concordancia de kappa en relacion con la
tincion de Giemsa para diagnosticar la infeccion ocular por C. trachomatis a los
pacientes de ambos sexos, mayores de 15 afios que acudieron por primera vez a la
Unidad Nacional de Oftalmologia, con uno o ambos sintomas, éstos esta acompafiados
por otros como prurito y fotofobia. A todos los pacientes se les realizd un raspado del
tarso conjuntival superior de ambos 0jos, muestra que se procesd para diagnosticar una
infeccion por C. trachomatis por medio de una prueba citoldgica, que fue la tincién de
Giemsa; y por una prueba inmunoldgica, para detectar el antigeno de Chlamydia como
una prueba rapida (ICH-502®).

De los pacientes estudiados, no se obtuvo resultados positivos de la prueba
rapida ICH-502 Quick-Check (Acon Laboratorios, USA), mientras que el 32 por ciento
de ellos fue positivo para la tincion de Giemsa; mostrando que no existe concordancia
entre ambas pruebas y que la tincién de Giemsa sigue siendo la prueba méas confiable
para diagnosticar infecciones oculares por C. trachomatis. De los frotes positivos segun
Giemsa, la mayoria mostrd escasos cuerpos de inclusion orientando a que la clamidia
relacionada con tracoma es menos agresiva; a esto se le atribuye que el antigeno de C.
trachomatis no fuera detectado por la prueba rapida ICH 502 Quick-Check (Acon

Laboratorios, USA), a pesar de tener una alta sensibilidad y especificidad en el



diagnostico de otro tipo de infecciones clamidiales, por lo que esta prueba rapida no es

una alternativa para diagndstico de infecciones clamidiales relacionadas a tracoma.

La celularidad de los frotes se observd normal en los casos positivos y negativos
segun la tincion de Giemsa, lo que orienta a que la C. trachomatis relacionada con
tracoma unicamente infecta las células columnares de la conjuntiva, y que la infeccion
persiste ya que pasa inadvertida por los fagositos, los linfocitos T y B, por lo que es
conveniente diagnosticar la infeccién tempranamente con una prueba confiable como la
tincion de Giemsa, siempre y cuando se tenga la instruccion necesaria tanto para la toma
de muestra como para la observacion microscopica de los cuerpos de inclusidn

caracteristicos de C. trachomatis.



I11.  ANTECEDENTES

La infeccion por clamidia y especialmente el tracoma, fue originalmente descrito
como virus por Halbertadter y von Prowececk en 1907. Desde entonces se han hecho
innumerables estudios sobre aspectos diagnosticos, microbioldgicos y clinicos. Sin
embargo, ésta ya era conocida por los egipcios y estudiada por Hipdcrates. Entonces se
circunscribia al Mediterraneo Oriental pero penetré en Europa con los cruzados que
volvian de Tierra Santa, en Espafia con los arabes y luego se extendio por el occidente
europeo con las incursiones de Napoledn. EI tracoma, enfermedad ocular producida
por clamidia, afecta aproximadamente a una séptima parte de la poblacién mundial y es
la mayor causa de pérdida de vision evitable. En el adulto, la conjuntivitis por clamidia
suele ser diagnosticada de forma errénea; para su reconocimiento es necesario

sospechar la enfermedad y conocer sus caracteristicas clinicas (1- 3, 7-10).

A. Clasificacion Taxonémica

La clamidia ha recibido una variedad de nombres por los cuales ha sido conocida
desde hace mucho tiempo. EI término que ha sido aceptado viene de la palabra griega
chlamys que significa “estar cubierto con capa”. Esto describe las inclusiones
intracitoplasmicas causadas por la bacteria que “cubren” el nlcleo de la célula
infectada. Después de mucha confusion en cuanto a su clasificacion, en 1945 Jones
propuso el nombre de Chlamydia, sin embargo no se generaliz6 su uso hasta que Page,
en 1966, reviso la clasificacion de este grupo de agentes (2, 10).

Como el aislamiento obtenido de un paciente que sufria tracoma era
indistinguible del obtenido de un bebé con oftalmia neonatorum, o del de un adulto con
conjuntivitis de inclusion y, que a su vez, estos no se diferenciaban facilmente de los
obtenidos por cultivo a nivel genital, se acufi6 la expresion “agente TRIC” para hacer
referencia a estos organismos (TR de tracoma e IC de conjuntivitis de inclusion). Hoy
se sabe que el tracoma y la conjuntivitis de inclusion son causados por diferentes

serotipos de la misma especie por lo que esta expresion ya no es utilizada (1, 11, 12).

Actualmente se considera a Chlamydia como una bacteria especializada que se

divide por fision binaria y es parasito intracelular obligado, no tiene vectores conocidos



y es de distribucion geografica universal. Gordon y Quan en 1965 (13) dividieron las
clamidias en dos grupos basandose en la morfologia de sus inclusiones y presencia de
glucogeno en ellas. Store y Page en 1971 (14) establecieron la clasificacion taxonémica
que se conoce hasta ahora. Subsecuentemente la clasificacion taxondmica incluyo la
susceptibilidad a sulfonamida como otro criterio, identificandose claramente dos
especies: 1) C. trachomatis, con glucogeno positivo y sensible a sulfonamida, y 2) C.
psittaci con glucdgeno negativo y resistente a sulfonamida. Una tercera especie, C.
pneumoniae, originalmente designada como agente TWAR del ingles (Taiwan acute
respiratory), tiene un fenotipo mas relacionado con el biovar tracoma. Una cuarta
especie ha sido descrita, C. pecorum, pero ain no se ha establecido claramente su papel
como patdégeno. Este género fue considerado el Unico dentro de la familia
Chlamydiaceae. Sin embargo, la reciente descripcion de varias bacterias nuevas
relacionadas con Chlamydia y un nuevo analisis filogenético de ARN ribosomal y
secuencias de otros genes, cambiaron la vision sobre la diversidad y taxonomia
clamidial y llevaron a la reclasificacion del Orden Chlamydiales. Everett y
colaboradores (15), subdividieron la familia Chlamydiacae en dos géneros: el género
Chlamydia, que contiene C. trachomatis, C. muridarum y C. suis; y el género
Chlamydophila, conteniendo a C. pneumoniae, C. pecorum, C. psittaci, C. felis, C.
abortus, y C. caviae; ademas establecieron nuevas familias: Parachlamydiaceae,
Simkaniaceae, y Waddliaceae; comprendiendo organismos recientemente descubiertos
relacionados con Chlamydia. Por esta nueva clasificacién no ha sido aceptada por todos
los miembros de la comunidad cientifica, a que hace falta mucho por descubrir de estos
nuevos organismos y a que las especies C. trachomatis, C. psittaci y C. pneumoniae son
consideradas como patogenos clinicamente relevantes (de mayor interés para fines de
este estudio), se seguira utilizando Chlamydia sin distinguir entre los géneros
Chlamydia y Chlamydophila (Tabla No. 1) (7, 8, 10, 16 - 18).

Las especies de Chlamydia representan un grupo Unico intermediario de
microorganismos que exhiben caracteristicas morfologicas similares. Dentro de cada
una de estas especies existe una considerable homologia a nivel del ADN, pero esta
homologia es muy escasa entre las distintas especies, lo que sugiere que durante su
evolucion la separacion se efectud hace ya mucho tiempo. Entre C. trachomatis y C.
psittaci se ha establecido que existe una relacion del ADN de un 10 al 30 por ciento,

mientras que C. pneumoniae exhibe una relacion del 10 por ciento del ADN de las otras



dos especies. Dentro de cada una de las especies existe una considerable superposicion
antigénica y puede ponerse de manifiesto que tiene un ciclo de desarrollo caracteristico,
una morfologia comdn y un antigeno comun a todos los miembros de la familia. Se han
dividido con base en su composicion antigénica, inclusiones intracelulares,
susceptibilidad a las sulfonamidas y produccién de enfermedad. Las clamidias se han
ordenado de acuerdo a su potencial patogénico, rango de huéspedes, diferencias
antigénicas y segun lo que se sabe de cada especie (Tabla No. 2) (2, 7, 8, 11).

1. Chlamydia trachomatis

Esta especie produce inclusiones intracitoplasmicas compactas que contienen
glucégeno y suelen inhibirse por las sulfonamidas. Incluye agentes de trastornos
humanos: tracoma, conjuntivitis de inclusién, uretritis no gonocdcica, salpingitis,
cervicitis, neumonitis de lactantes, linfogranuloma venénero (LGV) y sindrome de
Reiter. La mayoria de los miembros de esta especie presentan un espectro de relaciones
antigénicas y propiedades bioldgicas similares, asi como ser huéspedes del humano (7,
12).

Anteriormente se distinguian tres biovares de C. trachomatis: 1) del raton
(agente de la neumonitis murina); 2) el de tracoma y 3) de linfogranuloma venéreo
(LGV). Actualmente, el biovar del raton se clasifica como una especie aparte, C.
muridarum.  Se ha identificado que el biovar de tracoma y de LGV tienen una
homologia del ADN de 100 por ciento, mientras que entre estos dos biovares y el de
neumonitis murina hay una homologia del ADN del 30 al 60 por ciento, lo que llevo
también a clasificarlo en una especie aparte. De los dos biovares que afectan al
hombre, se han identificado 18 serotipos, de los cuales 14 son de biovar tracoma y 4 de
LGV. Los serotipos A, B, Ba y C suelen asociarse al tracoma clasico endémico, los
serotipos D, DaE, F, G, H, I, la, J y K con enfermedades venéreas y conjuntivitis de
inclusion y los serotipos L1, L2, L2ay L3 con LGV. Todos los serotipos parecen estar
distribuidos en todo el mundo. Los serotipos del A al K son los causantes de tracoma y
conjuntivitis de inclusion, fueron denominados como el agente TRIC: infectan la
conjuntiva, el tracto respiratorio, el tracto gastrointestinal y genital, incluyendo la uretra
femenina y masculina y el cérvix, endometrio y trompas de Falopio en la mujer (8, 11,
12,17, 19).



2. Chlamydia pneumoniae

Es una especie descubierta recientemente que ha sido propuesta como el agente
causal de TWAR, es un agente importante de neumonia en humanos y recientemente se
ha relacionado con aterosclerosis. No se conoce el reservorio en otros mamiferos o aves.
Produce inclusiones intracitoplasmicas que carecen de glucdgeno y suele ser resistente
a la sulfonamida (2, 7, 16).

3. Chlamydia psittaci

Los diferentes miembros de esta especie causan la psitacosis y enfermedades en
animales. Estos han demostrado la mayor diversidad de propiedades biolégicas, y dado
lo heterogéneo de esta especie no existen avances en los intentos de subdivision. Se han
descrito varios serotipos por fijacion de complemento, pero su diferenciacidn serolégica
no ha logrado total reconocimiento. Produce inclusiones intracitoplasmicas difusas que

carecen de glucdgeno y son resistentes a las sulfonamidas (7, 8).

B. Microbiologia

La clamidia se encuentra particularmente distribuidas entre los vertebrados,
pudiendo infectar a un amplio espectro de huéspedes que pueden ubicarse en aves,
mamiferos y humanos. EIl huésped natural para C. trachomatis es el hombre, los

monos Yy los chimpancés pueden adquirir la infeccion en el ojo y en el aparato genital.

1. Morfologia y composiciéon quimica

La clamidia tienen una pared celular semejante a las bacterias gramnegativo.
Tiene un contenido relativamente alto de lipidos; contiene algunos lipopolisacaridos de
membrana, pero no contiene el peptidoglucano bacteriano tipico, es posible que esté
formada por una matriz con enlace tetrapeptidico. En 1974, Garrett, Harrison y Marine
(20); utilizando analisis quimicos altamente sensible, no detectaron la presencia de
acido muramico, lo que indicé que no hay acido N-acetilmuramico en estas paredes
celulares. Sin embargo podrian contener un azlcar carboxilado en vez del acido
muradmico. La estructura de la membrana esta unida a una proteina con enlaces
disulfuro, también contiene proteinas enriquecidas con cisteina que podrian ser

equivalentes funcionalmente al peptidoglicano (Figura No. 1) (2, 7, 8, 18).



Existen dos tipos de particulas que representan funcionalmente los dos estadios
béasicos del ciclo de desarrollo del género Chlamydia, ambas son esféricos cocoides y
carecen de motilidad.

La particula infecciosa ambientalmente estable es una célula pequefa
denominada cuerpo elemental (CE), metabolicamente inactiva; mide cerca de 0.3 um
de didmetro con un nucleoide electronico denso, en donde se concentra la mayor parte
del ADN. La mayor parte del ARN es ribosémico procaridtico con coeficientes de
sedimentacion de 21S, 16S y 4S. Posee una cubierta rigida y resistente que lo hace
similar a una espora, la estructura rigida y la resistencia al ambiente es dado por
puentes disulfuro enriquecidos con tres moléculas de cisterna fuera de las proteinas de
la membrana. La inactividad metabdlica es causada por un cromosoma muy
condensado, de estructura inusual mediado por ADN ligado a proteinas, el cual es

incapaz de replicarse o generar la transcripcion de estos genes (2, 7, 10, 18).

El cuerpo inicial o reticular (CR) es el segundo tipo de particula, es la forma no
infectiva y metabolitamente activa; mide cerca de 0.5 a 1um. Su existencia es
estrictamente intracelular, por lo que su envoltura es fragil y flexible; se divide por
fision binario y es precursor de los CE infecciosos. Contienen una cantidad de ARN

aproximadamente cuatro veces mayor que de ADN (7, 8).

La clamidia tiene un peso seco aproximado de 33 a 35 por ciento de proteinas,
40 a 50 por ciento de lipidos, los cuales son fosfolipidos como la fosfatidilcolina y
fosfatidiletanolamina, asociados principalmente al antigeno de grupo de la pared
celular; 1 a 2 por ciento de carbohidratos y 6 por ciento de acidos nucleicos. Poseen
genomas compuestos por ADN de doble cadena con diferencias minimas en su tamaio,
el peso molecular aproximado es de 660 x 10° daltons, con cerca de 6-8.5 x 10° pares de

bases, que proveen la informacion para la sintesis de 600 diferentes proteinas (7,19).

2. Naturaleza bacteriana
La clamidia es anaerobia, produce CO2, es inmdvil, carece del sistema
citocromico completo, no utiliza el glutamato y no contiene el complejo mecanismo
para la produccion de ATP, lo que hace que tenga un ciclo de vida intracelular.

Contienen tanto ADN como ARN y ribosomas procarioticos para la sintesis de acidos



nucleicos y proteinas celulares; se multiplica por fision binaria, es susceptible a muchos
antibiodticos, contiene algunas enzimas metabdlicas y su pared es semejante a la pared
celular de las bacterias gramnegativo, a pesar de que se tifie muy levemente con la
safranina. Todas estas caracteristicas hacen diferente a la clamidia de los virus, con los
cuales eran anteriormente clasificadas y hacen que sean clasificadas como “bacterias

especializadas” (3, 7, 8, 19).

Las envolturas de los CE y CR son del tipo gramnegativo ya que poseen una
membrana interna citoplasmica y una membrana externa que puede ser escindida por
la polimixina B y el EDTA. Otra semejanza con las bacterias gramnegativo es que la
membrana externa contiene la llamada “proteina mayor de membrana externa” cuyo
peso molecular es aproximadamente la mitad del total proteico contenido en dicha
membrana, pero la membrana no contiene peptidoglicano. EIl genoma circular de las

clamidias (PM 7 x 10®) es similar al de los cromosomas bacterianos (2, 10,19).

Es susceptible a un amplio espectro de antibioticos, particularmente a
tetraciclina y macrolidos de la eritromicina. Debido a que la pared celular de
Chlamydia es diferente a la de muchas otras bacterias, los antibioticos beta lactdmicos
como la penicilina tiene poca actividad bactericida in vitro contra estos

microorganismos (1).

3. Ciclo de desarrollo

Sir Samuel Bedson, adelantado en el estudio de estos microorganismos,
demostro que su morfologia se modifica durante el ciclo de desarrollo. Las clamidias
tienen un ciclo de vida Unico, que consiste en la alternancia de dos estadios: el cuerpo
elemental y el cuerpo reticular. Precisamente el ciclo de desarrollo form¢ la base para

la colocacion de su propio orden taxonomico (8).

El ciclo inicia con la fijacién e invasion de la célula huésped por el CE,
induciendo fagocitosis activa; esta interaccion puede ser inhibida por heparina y
depende de un receptor tripsina-sensible (para C. psittaci) o de &cido siélico (para C.
trachomatis), y sitios de unidn termolabiles y complementarios en la celula huésped.
Las clamidias parecen haber adquirido la habilidad de sintetizar un ligando de fijacion,

que la célula huésped enlaza y endocita. La penetracion del agente conduce a la
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formacion de una vesicula fagocitica o fagosoma inhibiéndose la fusion fagolisosomica.

Una vez el CE penetra en la célula huésped se inician cambios en la estructura

molecular de ambos, el CE se convierte en la forma vegetativa y no infecciosa, cuerpo

reticular (CR); los cambios ocurren de la siguiente forma:

Entre 6 a 8 horas: hay pérdida de la estructura nucleoide densa; incremento activo
en la biosintesis de ADN, transcripcion, sintesis de ARN y proteinas; aumento del

tamafio normal del CE, la envoltura contribuye ain el 15 por ciento de su peso total.

De 8 a 12 horas: hay un incremento en la permeabilidad de la envoltura, que permite
un facil transporte del material necesario del citoplasma de la célula huésped a la
particula clamidial; la envoltura constituye un 5 por ciento de su peso total;
aumento en el nimero de ribosomas y no hay nucleoide. Ocurre entonces, la

transformacion de CE a CR.

De 12 a 20 horas: se replica por fision binaria repetida, el metabolismo de la célula
huésped declina; el CR parasita el ATP; se forma inclusion constituida basicamente
por CR (hasta 500 particulas), que desplaza al nacleo celular o se dispone cerca de

éste; la membrana de la inclusion se expande.

Se detiene la multiplicacion y se inicia la reversion o condensacion de CR a CE

junto con cambios en la estructura de la membrana y en la organizacion cromosémica,

mientras que algunos CR contindan dividiéndose. En la reversion de CR a CE ocurren

los siguientes cambios:

De 20 a 30 horas: los nutrientes y otros constituyentes que han pasado del
citoplasma de la célula huésped a través de la envoltura permeable de los CR,
contibuiran a la formacién de la pared celular de los CE; hay un descenso en el
tamanfo de la particula; dentro de la inclusion pueden observarse los CR, CE y lo
que se denomina “formas intermedias condensadas” o ‘“cuerpo intermedio”; se

sintetiza el glicogeno en C. trachomatis.

11



e De 30 a 40 horas: la progenie de CE inicia su predominio en nimero sobre los CR y

formas intermedias de desarrollo; se incrementa la infectividad.

El ciclo de desarrollo de clamidia produce de cientos a miles de progenitores por
célula; los CE liberados para inician nuevos ciclos de infeccion, que dependen de la
destruccion de la célula huésped por los lisosomas, aproximadamente dos dias después
de la infeccion por el CE (Figura No. 2) (3, 10, 18, 19).

El metabolismo de las clamidias y de la célula huésped, posee cambios
marcados. Son parasitos energéticos ya que son incapaces de sintetizar ATP u otro
compuesto de alta energia, para la sintesis propia de macromoléculas las actividades
enzimaticas de los CE incluyen una ARN polimerasa—ADN dependiente (inhibida por
rifampicina), polinucledtido fosforilasa y transaminasa. Ademés puede llevar a cabo
reacciones catabdlicas que involucran a la glucosa, piruvato y otros sustratos, pero
ninguno de ellos proporciona energia, aungue si produce CO2. Entre las enzimas que
contiene para el metabolismo de la glucosa, la hexoquinasa es la Unica que utiliza de la
célula huésped. Asi también utiliza una gran parte o la totalidad de las purinas y
pirimidinas para la sintesis de su propio ARN y ADN, en los que se codifican las

enzimas para la sinteis de la envoltura y el glicégeno (2, 7, 17).

4. Composicion antigénica

Las clamidias poseen un antigeno liposoluble fijador del complemento, durante
todo el ciclo de desarrollo que se encuentra en todos los miembros de las tres especies, a
este antigeno se le denomina antigeno especifico a grupos compartidos (género); ya que
no diferencia entre las infecciones producidas por las tres especies. Es semejante a la
estructura de lipopolisacarido (LPS) de las bacterias gramnegativo, en cuanto a su
termoestabilidad. ~ Solubilidad en éter y procedimientos de extraccion. Puede
inactivarse con periodato y precipitarlo con acetona. Se localiza en la membrana
externa. Del antigeno liposoluble con tres dominios antiénicos evidenciados por
anticuerpos monoclonales anti-LPS clamidial, puede obtenerse un polisacarido
hidrosoluble, que sometido a una hidrdlisis, libera acido 2-ceto-3-desoxioctdnico. Este
compuesto acidico es el grupo inmunodominante critico para la antigenicidad (2, 7, 8,
19).
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Los antigenos especificos a especie o0 especificos a serovar son principalmente
proteinas de la membrana exterior; distinguen a las diferentes especies y dentro de cada
especie, a los diferentes inmunotipos de cada biovar. En 1950 Marine y Meyer (21),
tipificaron varias cepas de C. psittaci; mientras que Alexander, Wang y Grayston
en 1967 (22), lo hicieron para C. trachomatis, utilizando la técnica de microinmuno-
fluorescencia (micro-IF), aplicada por Wang y Grayston en 1970 (23), que posibilitd la
inmunotipificacion de los organismos causantes de enfermedades oculogenitales (biovar
tracoma), y de los productores de LGV (biovar LGV), introduciendo asi un método
para el estudio de la distribucién epidemiolodgica de dichas enfermedades. Se establecid
la existencia de 15 serotipos. Los determinantes antigénicos para la especificidad de los
serotipos, parece estar localizada en la “proteina mayor de membrana externa”. Tres
nuevos serotipos han sido identificados por varios anticuerpos monoclonales en el test
de micro-IF; estableciéndose entonces, 18 serotipos de C. trachomatis (3, 7, 12, 17, 19,
24).

Ademas de las dos fracciones antigénicas, poseen una hemaglutinina relacionada
al antigeno especifico de género de la particula CE, que hemaglutina los globulos rojos
de ratén, hamster y de algunos pollos. En clamidias infecciosas se encuentra un
principio toxico; mata a los ratones después de la administracion intravenosa de mas de
10® particulas. La toxicidad es destruida por el calor, pero no por la luz ultravioleta;

esto sirvid para establecer la prueba de prevencion de toxicidad al raton (7, 19).

5. Mecanismos de patogenicidad y respuesta inmune

Hay numerosos los factores que contribuyen a la patogenicidad de C.
trachomatis. La colonizacion de Chlamydia comienza con el ataque a los receptores de
acido salicilico de las células del ojo, la infeccion persiste ya que pasa inadvertida por
los fogositos, las células T y las células B. La pared celular tiene una estructura Gnica
capaz de inhibir la fusion fagolisosoma de los fogocitos y el acido muramico que

contiene no es detectado por los anticuerpos dirigidos contra ella (2, 7, 10).

Curiosamente los 15 serotipos muestran una especificidad extraordinaria en
cuanto al tropismo de tejido. Los serotipos A, B, Ba'y C son patdgenos del ojo,
infectan células de epitelio columnar de la conjuntiva causando tracoma, estos serotipos

raramente afectan el tracto genital. Por otro lado, los serotipos D a K son patégenos de
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transmision sexual, infectan células de epitelio columnar del tracto genital; causan
también conjuntivitis neonatal y conjuntivitis de inclusién, pero no son asociados con
tracoma. Ademas, las infecciones con los serotipos ocular (A-C) y genital (D-K) no son
invasivos y son restringidos al epitelio de las mucosas, a diferencia de los serotipos que
causan LGV (L1, L2, L2a y L3) son invasivos, penetran el tejido submucoso, infecta
monocitos y macrofagos; y se disemina a los nddulos linfaticos locales, produciendo
una enfermedad crénica granulomatosa. Los factores que controlan estas propiedades
no invasivo/invasivo han sido relacionados con la produccion de una citotoxina
clamidial (1, 2, 10, 16, 17, 24 - 26).

Las células T juegan un papel importante en el desarrollo de la inmunidad contra
infecciones en la mucosa de C. trachomatis, y el interferon ¥ (INF-¥) es la llave a esta
funcién protectora. El mecanismo por el cual el INF-¥ controla la infeccién in vitro es
interfiriendo la capacidad de replicacion de los parésitos. A través de la union del INF-Y
a un receptor, lo que hace que se degrade el trip6fano. Esta citosina de la célula
huésped priva al CR de triptéfano, lo que reduce su crecimiento y capacidad de
replicacion. Una proteina con especificidad de género, “antigeno comun” como
posibles epitopes y reactividad potencial en el shock térmico induce la hipersensibilidad
retardada conjuntival en individuos que padecen tracoma. La infeccidn persistente es
uno de los mecanismos de patogenicidad que se ha observado in vivo en las infecciones
de C. trachomatis, pero no in vitro; Dean y Powers en el 2001 (27), encontraron que
existe una resistencia al estimulo de la apoptosis, tanto en infeccién aguda como en
infeccion persistente; también se observd que la proteina hsp60, proteina inductora de
inflamacion, permanece expresada en infecciones agudas y en persistentes; lo que
muestra un posible mecanismo en las lesiones inmunes observadas en las cicatrices

caracteristicas de tracoma y de la enfermedad pélvica inflamatoria (1, 10, 17, 24 - 26).

6. Reacciones a los agentes fisicos y quimicos

Clamidia se inactiva rapidamente por el calor. Deja de ser infecciosa
completamente después de la exposicion durante 10 minutos a una temperatura de 60°C.
Mantiene infectividad durante afios a temperatura de —70° a —50° C. Durante el proceso
de liofilizacion pierde mucha de su infectividad. Algunas clamidias desecadas al aire
pueden ser infecciosas por largos periodos, y se inactiva rapidamente por el éter en 30

minutos, por el formol o por el fenol a 0.5 por ciento por 24 horas (7).
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C. Patologias oculares causadas por Chlamydia trachomatis

Chlamydia trachomatis esta relacionada un gran nimero de enfermedades
variadas en el humano, especialmente infecciones oculares y genitales. Los serotipos A,
B, Ba y C estan asociados con tracoma endémico, los serotipos del D al K causan
uretritis no gonocdcica en el hombre, epididimitis, conjuntivitis de inclusion y sindrome
de Reiter; y los serotipos L1, L2, L2a y L3, causan LGV. Principalmente, las
infecciones oculares por C. trachomatis en el adulto, suelen ser diagnosticadas de
forma erronea y para ello es necesario sospechar la enfermedad y conocer sus
caracteristicas clinicas. (Tabla No. 3y 4) (2, 3,7, 10).

1. Conjuntivitis de Inclusion

Es una de las entidades clinicas severas causadas por los serotipos D al K. En
contraste con tracoma, esta infeccion es transmitida sexualmente y frecuentemente
involucra varios sitios en el proceso de infeccion. Existe una alta prevalencia sobre
todo en individuos jovenes, sexualmente activos; se ha visto que la edad media de los
pacientes positivos para clamidias es de 45 afios para las mujeres y 37 afios para los
hombres. Existen estudios que muestran una alta frecuencia de conjuntivitis por
Chlamydia (65 por ciento) y muchos de estos no presentan sintomatologia urogenital;
aun cuando, aproximadamente un 40 a 50 por ciento de los hombres que acuden a
clinicas de enfermedades de transmision sexual presentan uretritis no gonococica, y de
estos un 70 por ciento estan infectados con C. trachomatis y un 25 por ciento son
asintomaticos.  La inoculacion ocular puede producirse por diseminacién desde los
genitales a los dedos y al ojo, desde los genitales directamente al ojo y desde los
genitales por los fomites al ojo. El periodo de incubacion tiene una media de 5 dias,
aungue puede oscilar desde 2 a 19 dias. Es una enfermedad unilateral, el comienzo es
tipicamente subagudo, pero puede ser agudo. El paciente se queja de sensacion de
cuerpo extrafio, lagrimeo, fotofobia, enrojecimiento e hinchazon del parpado. EIl ojo
aparece ligeramente inyectado e irritado y existe una escasa secrecion mucopurulenta.
La hipertrofia folicular es mas intensa en la conjuntiva tarsal inferior, en contraste con
el tracoma, Yy puede tardar 2 a 3 semanas en aparecer. No existen seudomembranas
pero se puede desarrollar un pequefio ganglio blando preauricular; se suele observar
seudoptosis, puede haber una queratitis epitelial que consiste en lesiones epiteliales

pequefias y focales que tienden a ser mas frecuentes en la periferia; y producirse
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infiltrados subepiteliales, por lo general 2 — 3 semanas después de iniciarse la
conjuntivitis. Puede aparecer un micropannus corneal superior, asi como pequefios

abscesos corneales marginales (3, 11, 12, 28 - 32).

2. Conjuntivitis de Inclusion Neonatal

Se define como el proceso inflamatorio de la conjuntiva que ocurre durante el
primer mes de vida. Esta enfermedad constituye en la poblacién infantil, una causa muy
importante de ceguera corneal susceptible a ser prevenida y tratada. Es la forma clinica
mas obvia e historicamente es una de las primeras infecciones conocidas. El infante al
pasar por el canal de parto infectado por los serotipos genitales y se contamina con las
secreciones cervicales de la madre. Posteriormente algunos sitios manifiestan infeccion
clinica, mientras que otros se mantienen colonizadas sin patentizar enfermedad. La
manipulacion del nifio juega un papel importante en la implantacion del agente en sitios
originalmente no contaminados. La infeccion intrauterina, como una posible forma de
transmision materno — fetal no es apoyada por la mayoria de estudios, pues la ausencia
de anticuerpos IgM anti- C. trachomatis en la sangre del cordén umbilical es evidencia
suficiente de ello. Por lo tanto se deduce que aquellos nifios nacidos por seccion cesarea
no estan a riesgo de infectarse por C. trachomatis, a menos que también exista una

ruptura prematura de membranas (28, 33 - 35).

Algunos casos de conjuntivitis de inclusion neonatal (CIN), se acompafian de
infeccion nasal, en cuya situacion la oftalmia toma un curso cronico. También se le
encuentra formando parte de los sintomas prodromicos de la neumonia clamidial y
asociada con infeccién nasofaringea. La rinitis puede ser severa y conducir a
obstruccion de las fosas nasales y de la misma nasofaringe; puede acompafar
bronquiolitis, se produce apnea y en algunos pacientes la etapa final podria ser el
sindrome de muerte subita del infante, del que aproximadamente cinco por ciento es de
etiologia clamidial. Si bien la CIN por C. trachomatis puede resolverse en forma
espontanea entre los 3 a 12 meses de vida, la infeccidn subclinica o moderada puede
persistir durante afios, describiéndose secuelas y complicaciones oculares en los
pacientes no tratados. Ademas, la neumonitis en el lactante por C. trachomatis también
estd asociada con las clamidias oculogenitales, aunque esta enfermedad no resulta del
drenaje de C. trachomatis al tracto respiratorio desde la conjuntiva infectada; se sabe

que algunos casos de infeccion del tracto respiratorio, resulta del indculo proveniente de
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la conjuntiva a través del ducto lacrimal, mientras que otros son el resultado de la
infeccion directa en el proceso de parto. De los pacientes con CIN, se calcula que uno
de cada cuatro puede desarrollar neumonia; y tres de cada cuatro neumonias no tienen

antecedentes de infeccion conjuntival (11, 33, 36)

3. Tracoma

Se remota a hace 3,000 afios, si no mas y ha asolado buena parte del planeta; es
la causa mas importante de ceguera prevenible en el mundo. EI nombre tracoma, deriva
del vocablo griego trakhus (rugoso), se refiere al aspecto granuloso de la conjuntiva
infectada. En 1907, se identificé la causa del tracoma cuando Neisser y colaboradores,
describieron las inclusiones intracitoplasmicas en células epiteliales de frotis de la
conjuntiva de nifios de Indonesia con tracoma, tefiidos con Giemsa. No fue sino hasta
1957 que Tang y colaboradores, en Pekin, aislaron C. trachomatis en embriones de
pollo. Los postulados de Koch se cumplieron poco después de esto, en el Instituto de
Oftalmologia en Londres, cuando los signos caracteristicos de tracoma fueron inducidos
por la inoculacién con un aislado de C. trachomatis a un ciego voluntario (3, 4, 10, 37,
38).

a. Patogenia

C. trachomatis se replica de preferencia sobre superficies mucosas dentro de las
celulas epiteliales cilindricas o de transicion. Los microorganismos estimulan una
infiltracion activa de las células polimorfonucleares, en especial al comienzo de la
infeccion. Hay infiltracion linfocitica de la submucosa, lo que conduce a la formacién
de foliculos linfoides y a alteraciones fibréticas. Recientemente, un estudio indicé que
los serotipos A, B, Ba y C no son capaces de utilizar el indol exdgeno para la biosintesis
de la celula, lo que posiblemente explica la afinidad al epitelio columnar de la
conjuntiva. Un mecanismo importante que se ha observado in vivo en el tracoma es la
reinfeccién reiterada de C. trachomatis, varios estudios se han realizado para explicar
este importante mecanismo; entre ellos estd un estudio en el 2001 de Dean y Powers
(27), indica que C. trachomatis provoca una resistencia al estimulo de apoptosis en la
célula huésped; mientras que, otro estudio en el 2000 de Jendro y colaboradores (39),
indicd que la infeccion chlamydial intracelular de macrofagos puede inducir la

apoptosis de células T, la induccion de apoptosis por Chlamydia posiblemente explica
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como la infeccion persistente de macréfagos escapa de la vigilancia de las células T y
porque la respuesta de las células T especifica a Chlamydia disminuye durante la
infeccion clamidial persistente (3, 11, 12, 17, 24, 27, 28, 30, 34, 40 y 41).

b.  Inmunidad

La respuesta inmune humoral ocular local y sistémica a la infeccion ocular por
clamidias ha sido bien caracterizada, aunque el papel preciso de la inmunidad mediada
por anticuerpos no esta claro. Muchos pacientes con infecciones por C. trachomatis
presentan hiperinmunoglobulinemia con activacion policlonal y secrecion de IgM, 1gG
e IgA en las lagrimas y el suero. Aungue los anticuerpos neutralizantes desempefian un
papel protector en la infeccion experimental, los anticuerpos no son totalmente
protectores ya que la enfermedad persiste mientras continda la reinoculacion. EI papel
de los anticuerpos in vivo puede consistir en limitar la extension de la multiplicacién de
las clamidias mas que en ejercer un efecto curativo. Un concepto actual sobre la
cronicidad de las enfermedades causadas por biovariedades de C. trachomatis es el de la
existencia de un trastorno de la inmunorregulacion en algunos individuos, lo que

conduce a un fracaso de la erradicacion o a secuelas cicatrizales (3, 10 — 12, 28).

C. Manifestaciones clinicas

El tracoma puede empezar como una infeccion aguda o bien puede ser una
infeccion leve o pasar inadvertida. Aproximadamente 5 dias después de la inoculacién
aparece una inyeccion bilateral de la conjuntiva, lagrimeo fotofobia y sensacion
mucopurulenta. En estadios tempranos, se presenta como una conjuntivitis folicular con
infiltracion difusa e hipertrofia papilar. En nifios menores de dos afios, la reaccién
papilar con tejido inflamatorio de la conjuntiva puede ser el signo mas predominante.
La enfermedad envuelve toda la conjuntiva, pero es mas notable en el tarso superior, el
cual ha sido seleccionado como el &rea conveniente para toma de muestra y observar las
lineas de cicatrizacion y la inflamacion tracomatosa. Puede existir un ganglio
preauricular blando. Unas 3 semanas después pueden desarrollarse foliculos en la
conjuntiva tarsal superior y a veces en el limbo. Se han dividido los signos clinicos del

tracoma en cuatro estadios segun MacCallan (3, 7, 12):
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Estadio I: Se denomina tracoma incipiente y los signos y sintomas son similares
a los de la infeccion aguda, se caracteriza por la presencia de foliculos
inmaduros en al conjuntiva tarsal superior, foliculos que son blandos y
facilmente exprimibles, aparece un exudado minimo. Este estadio puede pasar
inadvertido en algunos casos, o confundirse con infecciones viricas o alergias.
También aparece hipertrofia papilar, que causa que los foliculos queden
sepultados. En este estadio se puede observar queratitis punteada difusa y la
formacion precoz de un pannus corneal superior. Puede crecer tejido
fibrovascular dentro de la cornea debajo del epitelio y destruir la capa de
Bowman (3, 11, 24, 28, 35).

Estadio Il: Es el tracoma establecido, se caracteriza par la presencia de
foliculos maduros y queratitis mas avanzada. Se subdivide en lla, en el que
predomina la respuesta folicular; y Ilb, en el que se observan foliculos, aunque
muy oscurecidos por la intensa respuesta papilar. EI estadio Ilb consiste
fundamentalmente en una inflamacion aguda. Los foliculos maduros tienen la
apariencia de granulos de sagl y pueden sufrir necrosis central. También
aparecen foliculos limbicos, més frecuentemente en la parte superior y union
corneoescleral 0 en la cornea. En la sustancia fundamental de la conjuntiva
aparecen grandes macréfagos con restos fagocitados Ilamadas células de Leber
(3,12, 30, 32, 37).

Estadio I1l: Los foliculos presentan una cicatrizacién de intensidad variable,
aparecen las fositas de Herbert, que son areas transparentes, redondeadas o
festonadas, en el seno de un limbo méas opaco, estas fositas son patognomonicas
del tracoma, también se forman cicatrices lineales, a veces entrecruzadas, en la
conjuntiva tarsal. La linea de Arlt es una linea cicatrizal densa de la conjuntiva
tarsal superior, empieza a desarrollarse una cicatrizacion de los parpados,
simbléfaron, triquiasis y otras deformidades del parpado (3, 11, 12, 30, 35, 37,
41).

Estadio IV: Llamado “tracoma curado”, donde la inflamacion corneal y

conjuntival disminuyen, ya no aparecen foliculos ni papilas y no existe
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infiltracion inflamatoria de la cornea, la cicatrizacién produce 0jo seco,
entropion y triquias. Las complicaciones de esas afectaciones, entre ellas la
consiguiente queratitis bacteriana, son la que conducen a la ceguera (3, 12, 24,
27, 28).

Se producen largos periodos de infeccion latente y la sobreinfeccion por otras
bacterias contribuye a formas més avanzadas de la enfermedad. Las personas
tracomatosas que viven en condiciones higiénicas experimentan un curso leve o una
resolucion clinica de la infeccidn; sin embargo, una exposicion repetida a la infeccion
se asocia con un incremento de la incidencia de infiltracion marginal y
neovascularizacion. Esto puede tener un comienzo tardio después que las inclusiones
ya no son detectables en raspados conjuntivales y representa la respuesta de huésped al
antigeno de las clamidias, el que entonces contribuye al dafio ocular severo que
culmina en el deterioro de la vision. Las recurrencias muchas veces se producen

después de una aparente curacion (3, 12, 28, 30, 38, 41).

4. Sindrome de Reiter

C. trachomatis es uno de los agentes causales del sindrome de Reiter, que fuera
descrito en 1916 en un caso histérico de un joven con la triada de uretritis, artritis y
conjuntivitis. También causa balanitis circinada, ulceraciones superficiales de la
mucosa bucal y una dermatitis caracteristica, queratoderma blenorragica. Los hombres
jévenes son los mas afectados. Esta estrechamente relacionado con HLA-B27 en méas
del 76 por ciento. En cualquier momento del curso de la enfermedad puede darse
afectacion ocular, la conjuntivitis es la manifestacion méas frecuente, también puede
observarse iridociclitis, epiescleritis, escleritis y queratitis. La conjuntivitis es de

naturaleza papilar, bilateral normalmente y con secrecion mucopurulenta (3, 11, 28).

D. Diagnostico

Los esfuerzos por lograr un control de la infeccion por Chlamydia se han visto
limitados por la falta de una simple, confiable y economica prueba de diagnostico. El
diagnostico de las infecciones clamidiales causadas por el biovar tracoma,
especialmente las infecciones oculares, puede hacerse mediante la observacion clinica;

sin embargo, se requiere de mucha experiencia. Por lo anterior, los métodos
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diagnosticos de laboratorio son los que realmente sefialan a C. trachomatis como el
agente causal del gran espectro de enfermedades con las que se le ha asociado. La
técnica de cultivo de tejidos es la méas especifica, pero a la vez costosa, laboriosa y
tardada; el desarrollo de las nuevas técnicas de amplificacion de &cido nucleicos y la
aplicacion de estas pruebas han demostrado que el cultivo no es sensible y que la
prevalencia de infecciones de C. trachomatis es alta en muchas poblaciones.
Recientemente, el método de deteccion por antigenos viene ofreciendo una alternativa
para el diagnostico temprano, de bajo costo y rapido de las infecciones por C.
trachomatis. Se dispone, también, de los métodos seroldgicos que se usan
frecuentemente como herramientas de investigacion, por no haber sido comprobada su

eficacia en el diagnostico de estas infecciones (1, 2, 4, 7, 9, 10).

En cada una de las infecciones clamidiales, las respuestas del huésped y
propiedades bioldgicas del serotipo infectante difieren lo suficiente como para requerir
de diferentes pruebas diagnosticas. A pesar de que el mismo método puede ser usado
para mas de una enfermedad, las interpretaciones de los resultados pueden diferir en

cada unadeellas (1, 2 y 4).

1. Recoleccion , transporte y almacenaje de especimenes

La habilidad en la coleccion de muestra y transporte es el parametro mas
importante para la exactitud en las pruebas de diagndstico para C. trachomatis, la
sensibilidad y especificidad de las pruebas diagnosticas estan relacionados directamente
con una muestra adecuada; la falta de una muestra adecuada ha sido un serio problema
en muchos programas de prevencion y estudios recientes. En algunos estudios de salud
publica por el Centro de Control de Enfermedades (CDC de sus siglas del inglés) se
observo que el 30 por ciento de las muestras son inadecuadas, a pesar del entrenamiento
extenso del profesional, el clinico debe ser entrenado en las técnicas apropiadas. Como
Chlamydia es un patogeno intracelular obligado, el objetivo de la recoleccion de
muestra deberian incluir las células huésped que contienen el organismo, por lo que las
muestras que contienen secreciones o exudados, pero escasez de células columnares, no
son satisfactorias. La muestra se toma haciendo un raspado con el hisopo vigorosamente
en los sitios sospechosos del tarso superior, limpiando antes el drenaje purulento, que no
favorece la obtencion de resultados precisos. Para el aislamiento de las células

infectadas se puede utilizar una espatula para hacer el raspado de la conjuntiva o
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simplemente utilizar hisopos, con los que se obtiene facilmente buen material. La
ventaja del raspado con espatula, es que proporciona células bien preservadas con
inclusiones intracitoplasmicas intactas; mientras que con el hisopo, buena cantidad de
las células se rompen y liberan las particulas clamidiales. Una alternativa para obtener
buena cantidad de células en el frote es introducir el hisopo con la muestra en un tubo
con solucién salina estéril, agitarlo vigorosamente para que las células que contenga el
hisopo se desprendan, centrifugar el tubo; y el sedimento, que contiene las células,
puede utilizarse para hacer los frotes. EI material se disemina homogéneamente sobre
una lamina portaobjetos; idealmente el frote debe ser de no méas de una célula de grosos
y debe proveer de 500 a 1000 células epiteliales (1, 2, 4, 7, 10).

Para el aislamiento en cultivo celular, el tipo de hisopo con el que se toma la
muestra es mas importante que para fines citolégicos, pues la toxicidad que presentan
algunos de ellos eliminan la viabilidad de las particulas infectivas en un tiempo menor
que el utilizado hasta que se inocula en la linea celular, mientras que en citologia, el
material obtenido se distribuye casi inmediatamente después en una lamina portaobjetos
que se fija poco tiempo después. Numerosos estudios han revelado que el hisopo de
alginato de calcio con palillo de aluminio, es tan txico como el de algodén con palillo
de madera; de menor toxicidad y que permite duplicar o triplicar la frecuencia de
aislamiento de C. trachomatis, asi como aumentar el nimero de inclusiones clamidiales
en los cultivos positivos son los hisopos de rayon con palillo de plastico o los de

algodon con palillo de aluminio (1, 7,9, 17, 42).

Antes de inocular la linea celular para el aislamiento de C. trachomatis, el
hisopo utilizado para tomar la muestra se coloca en un tubo que contiene una solucion
amortiguadora de sucrosa 0.2M, fosfato (2SP) y antibidticos. Si el cultivo celular es
inoculado antes de 24 horas, el medio se mantiene hasta entonces de 0 a 4° C. Sin
embargo, cuando el medio de transporte con el espécimen clinico, no puede ser
inoculado antes de 24 horas, es necesario que el mismo se refrigere de -60° C a -70° C,
siempre y cuanto no sea mas de varias semanas 0 meses. El almacenamiento en
nitrégeno liquido (-170° C) produce una moderada pérdida en la infectividad y
viabilidad del agente clamidial, pero cuando se agrega suero bovino fetal al tres por
ciento en el medio de transporte, se protege al mismo del proceso de congelamiento y

deshielo. Recientemente, han sido desarrollados medios de transporte sintéticos para
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cultivo y otras pruebas utilizando medio de transporte M4 y medio FlexTrans.
Estudios han demostrado que el nuevo M4 sintético o medio “universal” es comparable
al 2SP para cultivo y equivalente 0 mejor a otras formulaciones comerciales para test
como inmunoensayo enzimatico (EIA) y PCR (de sus siglas en inglés Reaccion en
Cadena de la Polimerasa); y que es efectivo para uso en cultivo y estas otras pruebas

utilizando un solo hisopado (1, 2, 17, 42).

La recoleccién de muestras para pruebas comerciales se realiza conforme las
instrucciones de la casa comercial que las distribuye. La recoleccion de muestra para la
deteccidn de antigeno de clamidia con la prueba rapida ICH-502® Quick-Check (Acon
Laboratorios, USA); requiere de un procedimiento vigoroso que proporcione el material
celular, puede realizarse utilizando el hisopo de dacron que proporciona la prueba o un
hisopo de algodon estéril. Si existe material purulento o secrecion debe limpiarse antes
de la recoleccion de la muestra. Si no es posible procesar las muestras en el momento de
la recoleccion, deben ponerse en un tubo de transporte seco para su almacenamiento o
transporte. Los hisopos pueden guardarse durante 4 a 6 horas a la temperatura ambiente
0 24 a 72 horas en refrigeracion (1, 2, 17).

Las tecnologias més sensibles como las pruebas de amplificacion del ADN
(PCR o LCR) pueden no requerir CE intactos, en teoria s6lo una leve copia de genes es
necesaria para un resultado positivo; aunque un estudio reciente muestra que algunos
test de amplificacién de ADN pueden ser afectados por la presencia de células huésped.

Las muestras se pueden almacenar en medios de transporte de 2 a 8° C por 4 dias (1, 2).

2. Cultivo

El cultivo de tejidos es hasta el momento, el “patron estdndar” para realizar el
diagnostico de laboratorio de C. trachomatis, puesto que, tiene una especificidad del
100 por ciento. Las desventajas de usar el cultivo como un patron estandar incluyen su
relativa insensibilidad comparada con las técnicas de amplificacion de ADN, los
requerimientos estrictos para el transporte en frio de las muestras, disponibilidad
limitada del clinico debido a lo costoso, son necesarias técnicas de alto nivel, y el
tiempo necesario para obtener el resultado (3 a 7 dias). Una ventaja del cultivo es que
preserva los organismos para estudios adicionales como genotipificacion o pruebas de

susceptibilidad antibidtica. Por los avances en técnicas de amplificacion de ADN, cada
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vez el cultivo es menos utilizado, y ha quedado para uso casi exclusivo de laboratorios

de referencia especializados (1, 8, 10, 17).

Se requiere de dos componentes para el cultivo de C. trachomatis: 1) un sistema
de cultivo celular; y, 2) un metodo para identificar las inclusiones que crecen en el
cultivo celular. Tradicionalmente, McCoy, HelLa 229 y, mas recientemente, células
BGMK, han sido usadas para el crecimiento de C. trachomatis. Hay dos técnicas de
cultivo, utilizar viales individuales o placas con 96 pozos para microcultivos; la
eleccion entre estos métodos, generalmente la determina el nUmero de especimenes que
el laboratorio tiene que procesar; el método de tubos es ligeramente mas sensitivo y
menos susceptible de contaminacion cruzada, que las placas de 96 pozos con células

McCoy pero, requiere de mas tiempo y es mas costoso (1, 2, 4, 17).

Las inclusiones son reconocidas a las 48 o 72 horas de incubacion, utilizando el
método de florescencia con anticuerpos monoclonales dirigidos contra los
lipopolisacaridos (LPS) clamidiales, que reconoce todas las especies de Chlamydia, o
dirigidos a la proteina mayor de membrana externa (MOMP), para reconocer
especificamente a C. trachomatis.  La especificidad de estos ultimos anticuerpos
mencionados, contribuyen al 100 por ciento de especificidad del método de cultivo;

aunque tiene la desventaja de utilizar microscopio de florescencia (1, 2, 4 - 6, 9, 17)

Histéricamente, otras tinciones como Gram, Giemsa y Lugol han sido
utilizadas para la identificacion de C. trachomatis en cultivo celular; pero estas no son
muy utilizados hoy en dia por la poca especificidad y sensibilidad, comparados con la
técnica de anticuerpos fluorescentes (AF). Se ha registrado en estudios que la tincién de
Giemsa tiene una alta especificidad, porque C. trachomatis puede ser distinguida de
otros organismos por el color de la reaccion, morfologia y localizacion de las
inclusiones; aunque, esta distincién requiere de personal con experiencia para su
observacién. La tincion con yodo tiene una especificidad muy baja puesto que el

glucdgeno no esta presente en todo el ciclo de Chlamydia (1, 2, 4, 17).

En comparacion con otros métodos de diagnostico para Chlamydia, la principal
ventaja del cultivo de tejidos es su especificidad; mediante este método, el

microorganismo puede ser identificado positivamente, o guardado, por ejemplo, para
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otros estudios de clasificacion inmunoldgica. Por lo tanto, el cultivo es el método de
eleccion para los estudios de investigacion. El cultivo tiene una sensibilidad de 80 a 90,
y una especificidad de 100 por ciento respectivamente; pero, tiene varias desventajas:
1) los costos y la complejidad de los requerimientos de laboratorio no son accesibles; 2)
los especimenes pueden conservarse a 4° C solo por 24 horas (preferible solo 12 horas
antes de procesarse), o congelados a —70° C si no pueden inocularse dentro de las 24
horas; 3) los especimenes deben transportarse en un medio especial; y 4) el cultivo
celular puede contaminarse con otras bacterias o virus, especialmente en el caso de

especimenes vaginales o rectales (1, 2, 4, 9, 17).

3. Método citoldgico

La identificacion citologica de las infecciones por Chlamydia, consiste en un
examen del raspado de células epiteliales, en un frotis tefiido, para evidenciar la
presencia de la tipica inclusion intracitoplasmica. Se utiliza la técnica de AF que es la
mas sensible y especifica de los métodos directos, auque por lo general se usa una
tincién de Giemsa modificada, que también ha dado muy buenos resultados (1). Las
inclusiones de Chlamydia en células epiteliales son observadas microscépicamente bajo
el objetivo de inmersidn como masas distintivas intracitoplasmicas de particulas que
van de un tamafio pequefio (cerca de 300 nm), de rojo a purpura en cuerpos de inclusién
elemental hasta azul intenso de 1 nm de tamafio con los cuerpos iniciales (1, 4, 8, 11,
17, 42).

Resulta claro que la ventaja del examen citoldgico es la facilidad del proceso,
particularmente si se utiliza un microscopio de luz. La desventaja es la poca
sensibilidad para diagnosticar infecciones por Chlamydia que no sean conjuntivitis en el
neonato, para la cual la sensibilidad de la citologia comparada con la del cultivo es de
95 por ciento. La sensibilidad del métodos citolégico par identificar la conjuntivitis por
Chlamydia en el adulto es de 45 y 85 por ciento con la tincién de Giemsa y con la
tinciobn AF. En las pruebas para las infecciones cervicales, la sensibilidad de estas
tinciones es solo del 40 y 65 por ciento respectivamente. Mas aln, estos niveles sélo
pueden ser alcanzados con especimenes de buena calidad (muchas células epiteliales) y
un observador experimentado. Hay estudios que sugieren que el patron de inflamacion
de los frotis cervicales con tincion de Papanicolaou, pueden resultar Utiles para la

reconfirmacion de la infeccion ya detectada mediante cultivo o pruebas con anticuerpos
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monoclonales. EI método de Papanicolaou por si mismo no es satisfactorio para el

diagndstico de las infecciones por Chlamydia (1, 4-10, 31).

a. Propiedades de tincion:

Las clamidias tienen propiedades de tincion caracteristicas, las cuales difieren en
las distintas etapas del desarrollo. Los CE se tifien de morado con tincion de Giemsa,
en contraste con el azul del citoplasma de la célula huesped. Los CR de mayor tamafio,
se tifien de azul con la tincion de Giemsa. La reaccion de Gram es negativa o variable,
y no es de utilidad en la identificacion de los agentes. Las particulas e inclusiones de
las clamidias se tifien brillantemente por inmunofluorescencia, con anticuerpos

especificos a grupo, especificos a especie o especificos a serovar (1, 2, 7, 42).

Las inclusiones intracelulares maduras bien formadas de C. trachomatis, estan
constituidas por masas compactas cercanas al nucleo que se observan de un color
pUrpura oscuro cuando se tifien con Giemsa, por la compacta densidad de las particulas
maduras. Si se tifien con solucion de yodo Lugol diluida, algunas de las inclusiones de
C. trachomatis (pero no de C. pneumoniae o C. psittaci) presentan color pardo por la
matriz del glucégeno que rodea a las particulas. Las inclusiones de C. psittaci son

agregados intracitoplasmicos difusos (1, 2, 42).

b. Tincion de Giemsa:

La tincion de Giemsa es una prueba rapida sensible y especifica para la
deteccion de C. trachomatis en muestras clinicas, se sabe que para diagndstico de CIN
tiene una sensibilidad mayor al 90 por ciento, pero para diagnostico de infecciones
oculares y genitales en adultos, ha dado buenos resultados en estudios realizados; pero,
tiene el inconveniente que debe ser examinado todo el frote y por una persona con

experiencia (1, 2, 4, 31).

Para observar Chlamydia con la tincion de Giemsa, se separa el colorante
disolviendo 0.5g de polvo en 33 ml de glicerina de 55° C a 60° C durante 1hora y media
a 2 horas; a esto se afiade 33 ml de alcohol metilico absoluto, libre de acetona; se
mezcla bien la solucion y se deja sedimentar, se guarda a temperatura ambiente como
solucion madre, para efectuar las diluciones del colorante madre se utiliza agua

destilada neutra o agua amortiguada en la proporcion de una parte de solucidon de
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Giemsa, por cada 1 a 5 partes de liquido. Se deja secar el extendido al aire, se fija con
alcohol etilico absoluto durante 5 minutos por lo menos, y se vuelve a secar, luego se
cubre con el colorante de Giemsa; la dilucion se prepara todos los dias. Durante 1 hora
se enjuaga rapidamente el portaobjetos en el alcohol etilico de 95° para quitar el exceso
de colorante, se deja secar al aire. En el microscopio de luz se examina con el objetivo
de inmersion, para tratar de descubrir la presencia del tipico cuerpo de inclusion
intracitoplasmico, que aparece purpura cuando contiene cuerpos elementales y mas
basofilo, azul, cuando contiene cuerpos reticulares; el nacleo de la célula aparecera
color rosa. Los cuerpos de inclusion pueden ser observados también en microscopio de

campo oscuro, los cuales se ven de color amarillo y muy granulados (1, 2, 8, 10, 42).

4. Deteccién de antigenos

Actualmente, se dispone de una variedad de métodos para deteccion de
antigenos de Chlamydia, entre ellos estan: a) examen mediante AF de un frotis directo,
b) inmunoensayo con enzimas y c) pruebas comerciales para deteccion cualitativa del
antigeno de Chlamydia (1, 2, 4,).

a. Examen AF de frotis-directo

El examen consiste en incubar el frotis con un anticuerpo monoclonal conjugado
con fluoresceina dirigido a LPS chlamidiales o Anti — MOMP, para después observarlo
en el microscopio de fluorescencia. Cuando se utilizan anticuerpos monoclonales
dirigidos a MOMP, en comparacién con el cultivo, la sensibilidad del frotis directo es
mayor del 90 por ciento, en la mayoria de los estudios publicados; mientras que la
especificidad es mayor del 98 por ciento. EIl valor predictivo de esta prueba es del
orden de aproximadamente 80 por ciento en poblaciones con un 10 por ciento de
prevalencia de Chlamydia, a un 95 por ciento en poblaciones con 30 por ciento de
prevalencia. Cuando se encuentran sensibilidades y especificidades inferiores,
generalmente se debe a que los especimenes obtenidos no son éptimos y a que la
observacidén microscopica no se realiza por una persona experimentada. A pesar de ser
la Gnica prueba directa avalada para el diagndstico de C. trachomatis, en nuestro medio
no es muy utilizada por tener el inconveniente de necesitar microscopio de florescencia

para su observacion (1, 2, 4, 33)
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b. Inmunoensayo con enzimas

Este examen mide las reacciones antigeno-anticuerpo a través de un ensayo
inmunoabsorbente ligado a enzimas (ELISA), o por anélisis inmunoenzimatico EIA. La
mayoria de estos productos detectan LPS clamidial, la cual es més soluble que MOMP.
Estos métodos pueden utilizar, ya sea, anticuerpos monoclonales o policlonales. La
sensibilidad de estos examenes varia del 67 al 90 por ciento, su especificidad del 92 al
97 por ciento, y el valor de prediccion positiva entre el 32 y el 87 por ciento,
dependiendo de la poblacion que se estudie. Algunos estudios han demostrado que

estos métodos son menos sensibles y menos especificos que el analisis de AF (1, 2, 4).

c. Prueba rapida para la deteccion de antigenos de Chlamydia

El desarrollo reciente de métodos inmunoldgicos para la deteccion de antigeno
de C. trachomatis en pruebas rapidas como la prueba ICH-502° Quick-Check (Acon
Laboratorios, USA), podria ser una alternativa.  Este es un inmunoensayo
cromatografico de tamizaje para la deteccion cualitativa de C. trachomatis en muestras
ginecoldgicas. Esta prueba, utiliza anticuerpos monoclonales especificos contra el
antigeno de C. trachomatis, que se colocado en la region de linea de prueba de la tira
(T). Durante la prueba, la solucién del antigeno extraida de la muestra reacciona con el
anticuerpo de Chlamydia que recubre las particulas. La mezcla migra a reaccionar con
el anticuerpo de Chlamydia en la membrana y genera una linea roja en la regién de la
prueba, la presencia de esta linea roja en la region de la prueba indica un resultado
positivo, mientras su ausencia indica un resultado negativo. Para servir como un control
interno, una linea roja aparecera siempre en la regién del control que indica que fue
afiadido el volumen apropiado de muestra y que la membrana ha reaccionado

adecuadamente (43).

Comparado con el método convencional de cultivo y tincion de Giemsa, con el
método ELFA (Enzime Linked Flourescent Assay); esta prueba tiene una sensibilidad y

especificidad relativa de 93.3 y 97.7 por ciento respectivamente (43).

5. Método seroldgico
Normalmente, la serologia de la C. trachomatis es de poco valor en el manejo
clinico de rutina y se le considera basicamente una herramienta de investigacion. A

pesar que hay algunas pruebas serologicas disponibles en el mercado, no hay
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demostrado su utilidad en el diagnéstico de rutina.  Existen dos métodos estandar:
fijacion de complemento (FC) y micro-inmunofluorescencia (MIF). EI método de CF
Unicamente, ha dado buenos resultados para el diagndstico de psitacosis, en donde el
50 por ciento de estas infecciones son FC positivo. ElI método de MIF, es mas sensible
para determinar anticuerpos anticlamidiales. EIl tracoma, la conjuntivitis de inclusion e
infecciones genitales, pueden ser diagnosticadas por técnicas de MIF, si la enfermedad
estd en fase aguda o en fase convaleciente. El Unico uso clinicamente valido de las
pruebas serologicas es en la neumonia del infante por C. pneumoniae, en el cual, la
serologia por MIF de la IgM esta disponible, es la prueba de eleccién, y en algunas
ocasiones en que se sospeche la presencia de linfogranuloma venéreo. Las dificultades
en la preparacion del antigeno y en la conduccion de la prueba, restringen el uso de la

misma a un limitado nimero de laboratorios de investigacion (1, 2, 10, 17, 18, 27).

6. Técnicas de amplificacion de ADN

Varias pruebas de acido nucleico son ahora, comercialmente avaladas, y muchas
otras han sido desarrolladas y evaluadas por laboratorios de investigacion. La prueba
que ha sido mas utilizado es el GenProbe que utiliza la técnica de quimioluminiscencia
en hibridacién de ADN-ARN, especificamente a la secuencia de ARNr 16S clamidial.
La sensibilidad y especificidad de este método son del 85 y 98 al 99 por ciento
respectivamente; comparados al cultivo. La sensibilidad relativa del GenProbe
comparada a un estandar de amplificacién de ADN, aun no ha sido bien evaluada por
haber reportado de 77 a 93 por ciento (1, 2, 11, 17, 33, 42).

La segunda clase de pruebas de &cido nucleico envuelven los métodos de
amplificacion, estas técnicas son el avance mas importante en el campo de diagnostico
de Chlamydia, desde el cultivo de células in vitro remplazo el cultivo en embriones para
el aislamiento de C. trachomatis de muestras clinicas. Como la amplificacion de
acidos nucleicos es altamente sensible y especifica, ofrece la oportunidad de
diagnosticar tempranamente la infeccion de C. trachomatis en pacientes asintomaticos.
La técnica mas utilizada y que comercialmente estd mas disponible es PCR, ésta
técnica emplea dos primers de oligonucledtidos sintéticos con secuencias que son
complementarias a un segmento de ADN especificos, presente en el organismo. Los
primers son extendidos a través de la actividad de una enzima ADN polimerasa

termoestable, la mas comun es la Taq polimerasa. La doble banda, producto de PCR
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sirve como plantilla para la segunda ronda del primer de temple a desnaturalizacion.
Mudltiples ciclos de desnaturalizacion, temple y extension del producto, resulta en una
amplificacion logaritmica del segmento de ADN. Los productos de PCR, son
detectados por ensayos colorimétricos o por electroforesis. La prueba comercial de
PCR para detectar la presencia de C. trachomatis, utiliza los primers contra la region
207-bp del ADN de un plasmido de C. trachomatis. Hoy el patron estandar para el
diagndstico de C. trachomatis es la técnica de PCR (1, 2, 11, 12, 33, 38, 42).

Otra tecnologia de amplificacion de acidos nucleicos usada para el diagnostico
de infecciones por C. trachomatis es la reaccion en cadena de la ligasa (LCR), la cual
utiliza 4 bases de oligonucleotidos sintéticos especificos a un fragmento de ADN del
plasmido de C. trachomatis, se hace la misma reaccion con la polimerasa y se cierra con
la enzima ligasa. Este procedimiento hace que en teoria la técnica de LCR sea mas
especifica que la técnica de PCR. Los productos de LCR son detectados en un
insstrumento  automatico (LCx) que utiliza un sistema de captacion
inmunocolorimétrico, lo que minimiza la posibilidad de contaminacién cruzada. Estas
tecnologias de amplificacién de ADN ofrecen una sensibilidad y especificidad del 94%
y 100% respectivamente (1, 2, 11, 12, 33, 38, 42).

E. Tratamiento

El tratamiento ideal es a base de una dosis oral completa, de tetraciclina,
sulfonamida, eritromicina o trisulfapirimidinas durante al menos 3 semanas. Si se
administra tetraciclina, la dosis debe ser de 500 mg orales 3 veces al dia durante al
menos 3 semanas. El tratamiento sistémico es mas eficaz en casos esporadicos en
zonas no endémicas. En zonas hiperendémicas, en las que la mitad o mas de los nifios
presentan la enfermedad activa o existen conjuntivitis epidémicas estacionales o
bacterianas, la re infeccion y la infeccidn bacteriana recidivante impiden la desaparicion
de la enfermedad. La eliminacién del reservorio del microorganismo mediante
tratamientos masivos con antibidticos sistémicos no resulta practica. Por tanto, la
finalidad terapéutica es evitar las complicaciones que producen la ceguera. La
tetraciclina topica dos veces al dia, dada de forma continua durante 6 semanas, parece
reducir o eliminar las complicaciones que dan lugar a la ceguera. Resultados similares

se consiguieron con una pauta de 5 dias de tetraciclina topica repetida una vez al mes
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durante 6 meses. Una dosis Unica de acitromicina, por via oral, 20 mg/kg, parece tan
eficaz como un tratamiento de 6 semanas con tetraciclina topica (3, 11, 28, 30, 35, 37,
40, 44).

La medicacion topica puede reducir la intensidad de la enfermedad, el porcentaje
de transmision y la conjuntivitis de flora bacteriana y estacional que contribuyen a la
gravedad del tracoma en estas zonas. El tratamiento antibiético oral se recomienda
como elemento accesorio en nifios con tracoma moderado a grave para mejorar el
resultado. EI tratamiento quirdrgico también es importante para corregir el entropion, la

triquiasis y los trastornos lagrimales (3, 11, 12, 34, 41).

F. Prevencion

El control y la prevencion de las infecciones oculares por C. trachomatis
dependen de la educacion del publico y a los profesionales en salud, especialmente ante
la ausencia de una vacuna efectiva; y principalmente, depende de un diagndstico y
tratamiento temprano de las personas infectadas. Hasta el momento las vacunas
desarrolladas para prevenir las infecciones de C. trachomatis siguen en investigacion,
en la Universidad de Johns Hopkins, los investigadores desarrollan una version proteica
del antigeno inyectando la C. trachomatis a los ratones, aislando y amplificando los
anticuerpos producidos; estos anticuerpos los usan para “moldear” una proteina parecida
al antigeno exoglicolipido. EI proximo paso es adaptar el procedimiento a humanos (4,
44, 45).

G. Epidemiologia

Las infecciones en el humano producidas por C. trachomatis se encuentran
distribuidas a nivel mundial. EI tracoma se encuentra alrededor del mundo, se estima
que 400 a 500 millones de personas estan infectadas, pero es mas comun en Africa
Norte, el Oriente Medio, Sudamérica y Sur de Asia. En poblaciones endémicas los
niflos actlan como el reservorio principal para la transmisién de la enfermedad,
virtualmente todos los nifios estan infectados a los 2 afios de edad; sin embargo, la

mayoria de los nifios estan libres de enfermedad activa hacia la edad de 10 a 15 afios.
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La enfermedad se extiende de ojo a 0jo a través de los dedos, fomites, el agua y por
moscas que buscan los ojos. La incidencia es mayor en condiciones no saludables, de
suciedad y de hacinamiento, sobre todo en las capas socioeconémicas mas bajas de la
sociedad; en Guatemala no se ha determinado la incidencia de esta patologia, podria
ocupar el tercer lugar entre las causas de ceguera mas comunes (3, 4, 6, 9, 10, 12, 28,
37, 38).

En Guatemala Unicamente estan registrados pocos estudios sobre infeccion
ocular causada por C. trachomatis; uno de ellos fue en 1979 en donde se evalud la
prevalencia de tracoma en la poblacion de San Antonio Palopd, Solola, encontrandose
que el 57.52% fueron diagnosticados como tracomatosos segln la evaluacién clinica
corroborando el diagnéstico un tincion de Giemsa, en el cual el 75% present6 cuerpos
de inclusion. Otro estudio en 1984 evalud la frecuencia de clamidiasis ocular en el
Hospital Rodolfo Robles, encontrandose que de 200 pacientes de la consulta externa el
61 por ciento presentaron clamidiasis ocular, del total de pacientes el 26 por ciento
resultaron positivos sin presentar sintomas relacionados con clamidiasis. Y el otro es un
estudio mas reciente, en 2002 realizado en la Unidad Nacional de Oftalmologia indico
una prevalencia de C. trachomatis en pacientes mayores de 12 afios que presentaban
conjuntivitis, de 15.83 por ciento utilizando una prueba para la deteccién de antigeno y
un 9 por ciento con la tincion de Papanicolaou, la cual no es recomendada para el

diagnostico de C. trachomatis (6, 9, 46).
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IV. JUSTIFICACION

En la Unidad Nacional de Oftalmologia aproximadamente diez por ciento de los
pacientes de primera consulta presentan sintomas tales como ardor bilateral y sensacion
de cuerpo extrafio. Estos son sintomas comunes a una infeccion por C. trachomatis, a
una infeccion viral o a una respuesta alérgica, lo que hace dificil establecer un

diagnostico conclusivo.

Las infecciones oculares por C. trachomatis pueden pasar inadvertidas al
presentar los primeros sintomas y es diagnosticada cuando ya se ha instalado una

infeccion cronica como el tracoma, complicando el tratamiento.

El diagnostico de laboratorio de una infeccion ocular por C. trachomatis se
realiza al observar las inclusiones intracelulares de Chlamydia por medio de la tincion
de Giemsa del frote del tarso superior; una prueba sencilla y especifica, pero se ha visto
limitada en su realizacién y en la demanda del médico oftalmélogo por la falta de
personal con la instruccidn necesaria tanto para la toma adecuada de muestra como para
su observacion microscopica. El diagnostico confirmatorio es realizado por medio de
cultivo celular, el cual es sensible y especifico pero a la vez caro, poco practico,

laborioso y no esté disponible en la mayoria de laboratorios.

En Guatemala existen pocos estudios y por lo tanto los datos estadisticos sobre
infeccion ocular por C. trachomatis son escasos, existiendo ademdas controversia en
cuanto a su prevalencia segin publicaciones de estudios realizados en centros

asistenciales en los cuales se han usado diversas metodologias diagnosticas.

Por lo anterior, el presente estudio busca evaluar la concordancia de la prueba
rapida para determinar el antigeno de Chlamydia ICH-502® Quick-Check (Acon
Laboratorios, USA), con la tincion de Giemsa, que es el método convencional; y asi
poder utilizar la prueba rapida ICH-502® como una alternativa para el diagnostico
rapido, temprano y correcto de una infeccién ocular por C. trachomatis, aparte de
presentar ventajas para su uso en estudios epidemioldgicos que incluyan un numero

grande de pacientes.
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V. OBJETIVOS

A. General

Evaluar la concordancia de la prueba répida para determinar el antigeno de
Chlamydia ICH-502® Quick-Check (Acon Laboratorios, USA), con la tincién de
Giemsa para diagnosticar la infeccién ocular por C. trachomatis a pacientes mayores de

15 afos que acudan a la Unidad Nacional de Oftalmologia.

B. Especificos

1. Diagnosticar por medio de la tincién de Giemsa de un frote tomado del tarso
superior la infeccion ocular causada por C. trachomatis, a los pacientes que

acudan con sintomas de ardor bilateral y sensacion de cuerpo extrafio.

2. Diagnosticar por medio de la prueba réapida para la deteccion del antigeno de
Chlamydia, ICH-502® Quick-Check (Acon Laboratorios, USA), la infeccién
ocular causada por C. trachomatis a los pacientes que acudan con sintomas de

ardor bilateral y sensacién de cuerpo extrafio.

3. Determinar si la prueba rapida para la deteccion del antigeno de Chlamydia

proporciona resultados concordantes con la prueba citologica.
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VI. HIPOTESIS

La prueba répida para la deteccion de antigeno de Chlamydia tiene una buena
concordancia con el método convencional, tincion de Giemsa, por lo que puede ser
utilizada para un diagnéstico temprano y preciso de una infeccion ocular causada por C.

trachomatis.

35



Vil. MATERIAL Y METODOS

A. Universo
Pacientes mayores de 15 afios que acudieron a la Unidad Nacional de Oftalmologia.

B. Recursos
1. Humanos
Muestra: 120 pacientes que acudieron a la Unidad Nacional de Oftalmologia con

sensacion de cuerpo extrafo y/o ardor bilateral (Anexo No. 1).

Criterios de Inclusion:
e Pacientes mayores de 15 afios que acudieron a la Unidad Nacional de Oftalmologia
con sensacion de cuerpo extrafio y/o ardor bilateral.

e Pacientes que no hayan utilizado algun antibidtico sistémico u ocular topico.

Autora de la Investigacién: Fabiola Alejandra Castillo De Leon
Asesores: Licenciada Margarita Paz de Ramirez

Doctor Julio Paz Morales

2. Institucionales
Unidad Nacional de Oftalmologia
Departamento de Citohistologia, Escuela de Quimica Bioldgica, Facultad de Ciencias

Quimicas y Farmacia, Universidad de San Carlos de Guatemala.

3. Materiales
Equipo: Microscopio de luz
Materiales: ~ Laminas portaobjetos
Hisopos estériles
Reactivos para la recoleccion de muestra de pruebas rapidas ICH-502®
Pota l&minas

Tubos de ensayo
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Guantes
Crayon graso
Reactivos: ~ Metanol absoluto
Solucion salina estéril
Reactivo de colorante de Giemsa
Reactivos de extraccion de antigeno A (NaOH 0.2 M)
Reactivos de extraccion de antigeno B (HCI 0.2 N con 0.02% Azida de
Sodio
Aceite de inmersion
Control de calidad:
Hisopado vaginal proveniente de paciente confirmada con infeccion de
Chlamydia trachomatis.
Frote de hisopado vaginal proveniente de paciente confirmada con

infeccion de Chlamydia trachomatis tefiido con Giemsa.

C. Metodologia

1. Seleccion de pacientes

Se tomaron todos los pacientes mayores de 15 afios de ambos sexos que
acudieron a la Unidad Nacional de Oftalmologia con sensacion de cuerpo extrafio y
ardor bilateral; los pacientes que estuvieron de acuerdo en participar en el estudio,

firmaron un consentimiento informado (Anexo 2).

2. Toma de muestra

Para diagnosticar una infeccion ocular por C. trachomatis, en cada uno de los
pacientes se realiz6 un raspado del tarso superior de ambos ojos con un hisopo de
dacron. Se disemino el material sobre una ld&mina de vidrio, identificando correctamente
el frote, se dejo secar al aire las laminas y se fijaron con metanol absoluto.
Posteriormente los hisopos se sumergieron en un vial de extraccion para realizar la

prueba rapida.
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3. Procesamiento de las muestras

a. Realizacion de prueba rapida ICH-502® Quick-Check (Acon

Laboratorios, USA)

Se introdujeron los hisopos que con muestra de ambos ojos en un tubo que
contenia 5 gotas del reactivo A (Hidroxido de Sodio 0.2M), se rotaron unas 10 veces y
se dejo reposar por 2 minutos; se agregd 7 gotas del reactivo B (Acido Clorhidrico 0.2
N con 0.02% Azida de Sodio), se roté de nuevo los hisopos 10 veces y se dejo reposar
por 1 minuto. Se extrajo los hisopos y se le coloco un gotero al tubo de reaccion, se
colocaron 3 gotas de la solucion en el pozo de muestra (S) del dispositivo; se leyo el

resultado a los 10 minutos, no después de 20 minutos (43).

b. Tincion de Giemsa

En el laboratorio se hizo una dilucion del reactivo de Giemsa con agua destilada
1:20, se cubri6 el frote con la tincién de Giemsa por 20 minutos, se lav6 con agua neutra
y se dejé secar al aire.

5. Interpretacion de resultados de la prueba ICH-502® Quick-Check
(Acon Laboratorios, USA)

4. Positivo: Dos lineas rojas distintas aparecen. Una linea debe estar en la region
de Control interno reaccion de color (C) y otra linea debe estar en la region de
Antigenos para Chlamydia (T). La intensidad del color rojo en la region de la
linea de prueba (T) puede variar, dependiendo de la concentracién de antigeno
de Chlamydia presente en el espécimen; por consiguiente, cualquier sombra de
rojo en la region de la prueba (T) debe ser considerado positivo.

5. Negativo: Una linea roja aparece en la region del control (C). Ninguna linea
roja o rosado claro aparece en la region de la prueba (T).

6. Invalido: La linea del Control no aparece.

6. Observacion microscopica

Una vez tefiido el frote con Giemsa se observé la totalidad bajo el objetivo de
inmersion (100X). Se consideraron positivas aquellas laminas que presentaron células
con inclusiones intracitoplasmicas basoéfilas. Se reporté también la proporcion de

células afectadas y tipo de células presentes.
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7. Control de Calidad:

a. Control de calidad de prueba rapida ICH-502® Quick-Check (Acon
Laboratorios, USA)

Se utilizo un control de una paciente con diagnostico de infeccion vaginal por
infeccion Chlamydia trachomatis. Se tomo dos hisopos vaginales uno se introdujo en
un tubo que contenia 5 gotas del reactivo A (Hidroxido de Sodio 0.2M), se rotd 10
veces y se dejo reposar por 2 minutos; se agregé 7 gotas del reactivo B (Acido
Clorhidrico 0.2 N con 0.02% Azida de Sodio), se rotd de nuevo y se dejo reposar por 1
minuto. Se extrajo el hisopo y se le colocd un gotero al tubo de reaccion, se colocaron 3
gotas de la solucidén en el pozo de muestra (S) del dispositivo; se leyo el resultado a los

10 minutos.

b. Control de calidad de tincion de Giemsa:

El material del segundo hisopo con muestra vaginal de la paciente
infectada con Chlamydia trachomatis se disemind sobre una ldmina de vidrio, se dejo
secar al aire, se fijaron con metanol absoluto se cubrid el frote con la tincién de Giemsa
por 20 minutos, se lavd con agua neutra, se dejo secar al aire y se observo al

microscopio.

D. Disefio de la investigacion

1. Numero de muestra

Por las caracteristicas del disefio y a la poblacion que se evalu6 se tomaron por
conveniencia 120 muestras obtenidas del raspado del tarso superior del ojo (Anexo
No.1).

2. Diseflo de muestreo

No probabilistica, por cuota

3. Anélisis de Resultados
Se calculd el valor de Kappa para establecer concordancia entre la prueba rapida
ICH-502® y la coloracién de Giemsa, por medio de una tabla de contingencia de 2 x 2

y utilizando los criterios de Fleiss para interpretarlo (Anexo No. 3) (47).

39



VIll. RESULTADOS

Para la realizaciéon del estudio se tomo un total de 120 pacientes, hombres y
mujeres mayores de 15 afios, que acudieron a la Unidad Nacional de Oftalmologia con
sensacion de cuerpo extrafio y/o ardor bilateral (ver anexo 1). Cada paciente fue
informado sobre los propdsitos del estudio y posteriormente se obtuvo un
consentimiento informado donde cada uno manifestd su acuerdo en participar en él (ver
anexo 2). Después de asignarsele un nimero correlativo, a cada paciente se le tomo un
raspado del tarso conjuntival superior de ambos ojos con hisopos de dacron, a partir de
los cuales se prepararon improntas de la muestra sobre un portaobjetos, para su
posterior coloracion con Giemsa. Posteriormente la muestra fue utilizada para correr la
prueba rapida ICH 502®.

En los 120 pacientes estudiados, ninguna prueba répida ICH 502® result6
positiva para el antigeno de C. trachomatis, Dos pruebas fueron invalidadas por dar
imagen erronea, ademas de ser negativas a la tincién de Giemsa, por lo que para el
analisis estadistico de concordancia entre ambas pruebas, los dos pacientes fueron
excluidos del estudio quedando un total de 118 pacientes. De ellos, 38 (32 por ciento)
dieron resultado negativo para la prueba rapida y positiva para la microscopia. Ochenta
pacientes (68 por ciento) dieron resultado negativo para ambos métodos, tal como se

observa en la tabla 1.

Tabla 1
Diagnostico de Chlamydia trachomatis por tincién de Giemsa y por
Prueba rapida ICH 502® Quick-Check (Acon Laboratorios, USA) (n=118)

GIEMSA TOTAL
Positivo Negativo
Prueba rapida Positivo 0 0 0
ICH 502 Negativo 38 80 118
TOTAL No. 38 80 118
% 32 68 100

Fuente: Datos Experimentales
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El indice de concordancia kappa entre la prueba rapida ICH502® Quick-Check
(Acon Laboratorios, USA) vy la tincion de Giemsa fue igual a 0.000 (ver anexo 3),
demostrando que no hay acuerdo entre estas dos pruebas.

En la tabla 2 se muestran los resultados de los 118 frotes incluidos en el estudio
teflidos con Giemsa, mostrando 80 negativos en los que no se observaron cuerpos de
inclusion y 38 positivos se observaron cuerpos de inclusion, de los cuales 29 pacientes
(25.8 por ciento) con escasos cuerpos de inclusion, 8 pacientes (6.7 por ciento) con
regular cantidad de cuerpos de inclusion y 1 paciente (0.8 por ciento) con abundantes
cuerpos de inclusion, al examinar clinicamente a este Ultimo paciente se le diagnostico

un tracoma establecido por los demas signos que presentaba.

Tabla 2
Numero y porcentaje de la presencia de cuerpos de inclusién

en los frotes positivos segun la tincion de Giemsa

Cuerpos de Inclusién No. %
Escasos 29 24.5%
Regular cantidad 8 6.7%
Abundantes 1 0.8%
TOTAL 38 32.0%

Fuente: Datos Experimentales

También fue reportada la celularidad del frote, observdndose 39 con escasos
polimorfonucleares, de los cuales 15 dieron positiva la coloracion de Giemsa y 24
negativa, 7 con regular cantidad de polimorfonucleares, de ellos 4 fueron Giemsa
positivo y 3 negativo; y 2 con abundantes polimorfonucleares, uno con resultado de
Giemsa positivo y uno negativo, tal como aparece en la tabla 3; se observaron en los
frotes linfocitos y monocitos pero en cantidades muy pequefias, por lo que no son

tomados en cuenta en esta tabla.
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Tabla 3

Relacion entre la presencia de Polimorfonucleares y la tincion de Giemsa

Giemsa TOTAL
Positivo Negativo
Polimorfonucleares

Escasos 15 24 39

Regular cantidad 4 3 7

Abundantes 1 1 2

No se observaron 18 52 70
TOTAL 38 80 118

Fuente: Datos Experimentales

En la tabla 4 se muestra los sintomas de los 118 pacientes incluidos en el estudio

con los resultados de la tincion de Giemsa; para que los pacientes fueran incluidos en el

estudio debian presentar sensacién de cuerpo extrafio y ardor en ambos 0jos.

Se

observa que el sintoma mas frecuentemente por el cual acudian los pacientes a consulta

es el ardor y otro sintoma (37.2 por ciento). Veintitrés pacientes (19.5 por ciento)

consultaron por ardor, sensacién de cuerpo extrafio y otros sintomas, 19 pacientes (16.2

por ciento) consultaron por ardor y sensacién de cuerpo extrafio. Se puede observar que

no existe un sintoma especifico que tenga correlacion con una infeccion por

trachomatis.

C.

Tabla 4
Correlacion entre sintomas presentados por los pacientes y la tincion de Giemsa.
Tincion de Giemsa TOTAL
Sintomas Positivo Negativo No. %

Ardor 5 12 17 14.4%

Sensacion de cuerpo extrafio 1 3 4 3.4%
Ardor y SCE 10 9 19 16.2%

Ardor y otro sintoma 11 33 44 37.2%

SCE y otro sintoma 4 7 11 9.3%
Ardor, SCE y otros sintomas 7 16 23 19.5%
TOTAL 38 80 118 100.0%

Fuente: Datos de encuesta y experimentales
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IX. DISCUSION DE RESULTADOS

Las infecciones por C. trachomatis constituyen un problema de salud importante a
nivel mundial ya que es una causa importante de ceguera y de problemas
genitourinarios tanto en hombres como en mujeres. La infeccion ocular por C.
trachomatis mas conocida es el tracoma, infeccion que generalmente pasa inadvertida

en sus etapas tempranas (1,3,4).

En las infecciones oculares causadas por clamidia, el diagnéstico esta basado en los
hallazgos clinicos y el analisis de laboratorio que consiste en realizar un raspado
vigoroso del tarso conjuntival con un hisopo y procediendo a tefiir con colorante de
Giemsa, con lo que se pueden identificar las inclusiones intracitoplasmaticas
caracteristicas en las células epiteliales. Sin embargo esta técnica necesita una
instruccion minuciosa tanto para la toma de la muestra como para su observacion
microscopica. EI presente estudio fue realizado en 120 pacientes, hombres y mujeres
mayores de 15 afios, que acudieron a la Unidad Nacional de Oftalmologia con sensacion
de cuerpo extrafio y/o ardor bilateral. Tuvo por objeto comparar dos pruebas de
diagndstico con principio metodolégico diferente; la primera consistente en la
observacion microscopica de preparaciones tefiidas con Giemsa y la segunda, una
prueba rapida disefiada para detectar el antigeno de C. trachomatis. Aunque el test es
utilizado para muestras cervicovaginales y uretrales se utiliz6 en este estudio para
muestras del tarso conjuntival basandose en los principios inmunolégicos existentes (1,
4.-7).

En los 120 pacientes estudiados, ninguna prueba rapida ICH 502® Quick-Check
(Acon Laboratorios, USA) resulto positiva para el antigeno de C. trachomatis. Para
aplicar el analisis estadistico de concordancia entre ambas pruebas, dos pacientes fueron
excluidos del estudio, debido a que dieron invalida la prueba rapida ICH 502® (banda
control no coloreada) y negativa la tincion de Giemsa, por lo que fueron incluidos en el

estudio un total de 118 pacientes.

El indice Kappa fue de 0.00, mostrando que no existe concordancia entre ambas
pruebas diagnosticas, ya que como se observa en la tabla 1 de los 38 pacientes (32 por
ciento) positivos para la tincién de Giemsa, ninguno fue positivo para la prueba rapida
ICH-502.® Quick-Check (Acon Laboratorios, USA)
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No fue posible evaluar las caracteristicas diagndsticas (sensibilidad y especificidad)
de la prueba rapida ICH-502® Quick-Check (Acon Laboratorios, USA), -
Inmunoensayo cromatografico de tamizaje para la deteccion cualitativa de C.
trachomatis-. En la literatura esta reportada una comparacion de esta prueba rapida con
el método convencional de tincion de Giemsa y con el método ELFA (Enzime Linked
Flourescent Assay) en la que se obtuvo una sensibilidad y especificidad relativa de 93.3
y 97.7 por ciento, respectivamente. Sin embargo en el presente este estudio el
desempefio de la prueba no puede ser evaluado (ver anexo 4), por no haberse obtenido

ningun resultado positivo para la prueba répida (1, 5, 43).

Al analizar las razones por las que la prueba répida no detectd el antigeno de C.
trachomatis en las infecciones oculares demostradas con el método de Giemsa, podria
pensarse que una explicacion podria ser que la cantidad de antigeno clamidial obtenido
en el raspado, no fue suficiente para ser detectable. Esto puede deberse también que los
tipos de antigeno clamidial relacionados con el tracoma, no provoquen mucho
desprendimiento de células columnares, encontrandose asi menor cantidad de antigeno
en estas muestras, aun cuando la toma de muestra sea la correcta. La literatura ha
reportado que las cepas de C. trachomatis que causan paratracoma son muy agresivos y
provocan un mayor desprendimiento de células columnares por lo que es posible que se
encuentre mayor cantidad de antigeno en esos casos y que la prueba rapida de mejores
resultados (9, 32, 36, 37, 43).

Al utilizar la prueba rapida para el diagndstico de tracoma puede permanecer sin
diagndstico certero, mostrandose asi la importancia de realizar un diagnéstico
diferencial entre infecciones viricas o alergias que presentan los primeros sintomas
relacionados con infecciones clamidiales, por medio de una prueba sencilla y especifica,
gue como muestra este estudio sigue siendo la tincion de Giemsa por su bajo costo y sus
resultados confiables, siempre y cuando el personal tenga la instruccion necesaria tanto
para la toma adecuada de muestra como para su observacién microscopica (1, 5, 6, 9,
24, 43).

Al examen de los 118 frotes tefiidos con Giemsa (tabla 2), 38 frotes fueron
positivos, de los cuales 29 frotes presentaron escasos cuerpos de inclusion, lo que podria

ir relacionado con antigenos menos agresivos; Unicamente en 8 frotes se observd
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regular cantidad de cuerpos de inclusion y un frote se encontré abundante cantidad de
cuerpos de inclusion. Este ultimo paciente fue diagnosticado posteriormente un tracoma
establecido, ya que ademas de consultar por fuerte ardor en ambos 0jos y sensacion de
cuerpo extrafio presentaba foliculos, papilas, ectropion y una inflamacion aguda, que
como lo indico la observacion del frote hay una infeccidn establecida de C. trachomatis.
Tal como se ha visto en estudios anteriores la prevalencia de infecciones oculares por C.
trachomatis sigue siendo alta, mostrdndose hasta un 69 y 75 por ciento en estudios
realizados en Guatemala en 1984 por Ortiz, R. en pacientes de consulta externa del
Hospital Rodolfo Robles el cual utiliz6 la tincion de Giemsa y en 1979 por Fischmann,
K. en la poblacién de San Antonio Palopd, Solola en el cual utilizd tincion de Giemsa,
Gram y lugol. En el presente estudio se encontrd una positividad de 32 por ciento, lo
que muestra que las caracteristicas epidemioldgicas de los serotipos relacionados con
tracoma estan orientados hacia una entidad mas benigna, mientras que en conjuntivitis
de inclusion la prevalencia es menor, 9.16 por ciento segln la tincién de Papanicolaou,
tal como reporta Rosal en un estudio realizado en el 2002 en la Unidad Nacional de
Oftalmologia (1, 6, 9, 46).

La celularidad mostrada en los frotes tanto positivos como negativos es normal
observandose linfocitos y monocitos en escasa cantidad en la mayoria de los frotes,
mientras que se observaron polimorfonucleares en escasa cantidad en 39 por ciento de
los frotes, regular cantidad en el 7 y 2 por ciento con abundante cantidad, sin diferencia
significativa entre si estaba positivo o negativo para clamidia, lo cual confirma que estos
antigenos de C. trachomatis Unicamente infectan las células columnares de la
conjuntiva, y que la infeccién persiste ya que pasa inadvertida por los fagocitos, los
linfocitos Ty B (2, 7, 10, 24 — 28).

De los sintomas que presentaron los pacientes se observo que no hay un patrén
establecido entre la relacion de los sintomas tales como ardor y/o sensacion de cuerpo
extrafio acompafiado de prurito o fotofobia, con una infeccién clamidial (ver tabla 4),
por lo que también no puede distinguirse de una infeccion viral o alergia al inicio de la
enfermedad, lo que acentla evaluar correcta y tempranamente a los pacientes para evitar

el desarrollo de un tracoma establecido (3, 11, 15).
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X. CONCLUSIONES

No existe concordancia de la prueba rapida para determinar el antigeno de
Chlamydia ICH-502®, con la tincion de Giemsa para diagnosticar la infeccion
ocular por C. trachomatis a los pacientes mayores de 15 afios que acudan a la

Unidad Nacional de Oftalmologia.

La tincion de Giemsa es la prueba de la cual se obtiene mejores resultados para
diagnosticar infecciones por C. trachomatis con sintomas de ardor bilateral y

sensacion de cuerpo extrafo.
No es posible utilizar la prueba rapida para la deteccion del antigeno de

Chlamydia, ICH-502® Quick-Check (Acon Laboratorios, USA) para el

diagnostico de la infeccion clamidial ocular.
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Xl. RECOMENDACIONES

1. No utilizar la prueba rapida ICH-502® Quick-Check (Acon Laboratorios, USA)

para el diagndstico de infecciones oculares por C. trachomatis.

2. Realizar adecuadamente la toma de muestra para la tincion de Giemsa: raspado
vigoroso del tarso superior del ojo con un hisopo que no debe frotarse en la
lamina, sino depositar la muestra suavemente a manera de impronta para evitar
que las células se rompan y asegurar que los cuerpos de inclusién puedan ser

debidamente coloreados y observados al microscopio.
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X1,  ANEXOS

Tabla. No. 1.  Clasificacion Taxonomica del orden Chlamydiales

Orden: Chlamydiales
Familia: Chlamydiacae
Géneros: Chlamydophila Chlamydia
Especies: C. psittaci C. muridarum
C. abortus C. suis
C. caviae C. trachomatis
C. felis
Tomado de: Clasificacidn taxondémica basada en la reclasificacion por Everett et al,
Detection and differentiation of Chlamydiae by fluorescence in situ
hybridization. Appl Envir Microbiol. 2002. 68. (p. 4081-4089).
Figura No. 1: Modelo de la pared celular de Chlamydia
Divalent Cauon
Small CRP 2
ﬁﬂﬁﬁ} RRRARARARSRAR RARAAAGH | R RRAAR  taner
H PRAEHEPHERRY Jyngy HYRUURNLY  Membrane
Tomado de: DeMets A. Chlamydia trachomatis. University of Wisconsin-Madison

Department of Bacteriology, Bacteriology 330 Home Page. 1998.

52



Figura No. 2:  Ciclo de vida infeccioso de Chlamydia.
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Phagosome

+—— Cell Nucleus
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gt

Condensation to Elementary Bodies Replication of Reticulate Bodies

Tomado de: DeMets A. Chlamydia trachomatis. University of Wisconsin-Madison
Department of Bacteriology, Bacteriology 330 Home Page. 1998.
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Tabla No. 2.

Caracteristicas de las Clamidias

C. trachomatis C. Pneumoniae

C. psittaci

Morfologia de la Inclusion

Glucogeno en inclusiones
Morfologia del cuerpo
elemental

Susceptible a sulfonamidas
Homologia de DNA a

C. pneumoniae

Plasmido

Serovares

Huésped natural

Modo de transmision

Enfermedades principales

Redonda, vacuolar Redonda, densa

Si No
Periforma,
Redonda redonda
Si No
<10% 100%
Si No
18 1

Seres humanos
Por el aire, de
persona a persona

Seres humanos
De persona a persona,
madre a lactante

Tracoma, conjuntivitis Neumonia,
De inclusion, ETS, faringitis, sinusitis
pneumonitis neonatal bronquitis,

LGV, Sindrome de

Reiter

Grande de forma
variable densa
No

Redonda
No

<10%
Si
>4
Aves
Excretas de aves
transmitidas al

humano por el aire
Psitacosis,
neumonia,

fiebre de origen
inexplicable

Tomado de: Jawertz E, et al. Microbiologia médica.

TablaNo.3 Enfermedades Humanas Causadas por Chlamydia trachomatis
Biovariedad Serovariedad Enfermedad o Distribucién Geogréafica
Sindrome Clinico
Tracoma A B,BayC Tracoma Endémico principalmente
en Asiay Africa
D-K Conjuntivitis de inclusion Mundial
Neumonia en lactantes
Uretritis no gonocdcica
Epididimitis
Sindrome de Reiter
Linfogranuloma L1, L2, L2ayL3 LGV Mundial

Venénero (LGV)

Tomado de: Jawertz E, et al. Microbiologia médica.
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Tabla No. 4 Diandstico Diferencial de las Infecciones Oculares por
Chlamydia trachomatis

Signos Clinicos Trachoma

Conjuntivitis de Inclusion  Conjuntivitis Neonatal

Tiempo de incubacion 5 dias

Nodulo Preauricular  Presente

Bilateral Usual

Reaccion Conjuntival Folicular, se afecta

la conjuntiva superior

Complicaciones Cicatrizacion,
Conjuntivales simblefaron
Reaccion Corneal Foliculos limbares,

infiltrados, Ulceras
Complicaciones Agujeros de Herbert
Corneales pannus marcado,
cicatrizacion densa
disminucién visual
Otras complicaciones Entropio, triquiasis
0jo seco, ulceracion

cornel recurrente

5 dias 3-12 dias
Presente Ausente
Raro Usual

Folicular, afecta conjuntiva Papilar, se afecta la conjuntiva

inferior superior e inferior
no hay cicatrizes puede haber cicatrizacion
Infiltrados intra Raros infiltrados

Y subepiteliales

Micropannus, no cicatrizes, Pannus, cicatrizes, rara

no disminuye la vision disminucion de la vision
Enfermedad pélvica Pneumonitis, vaginitis,
inflamatoria, uretritis posible gastroenteritis

Tomado de: Leibowitz H, Waring G. Corneal Disorders: clinical diagnosis and

management.
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Anexo 1

Tamaiio de la muestra
Se estima que el 10% de los pacientes que acuden a la Unidad Nacional de
Oftalmologia, presenta sensacion de cuerpo extrafio y/o ardor bilateral. Para la
ejecucion del estudio se realizé un muestreo por conveniencia en el que se tomo una

muestra de 120 pacientes.

2. Numero de muestra (“n”)
Para calcular el “n” es necesario establecer que:
¢ Nivel de confianza sera del 95% con Z = 1.96
e Variacion esperada igual ar® = pq = 0.25, donde p = proporcién positiva =
05 vy q = proporcién negativa = 0.5
e Limite de error (%) sera del 10%.

e El nimero poblacional aproximado N = 1,400 pacientes por afio.

El célculo se realizé utilizando el programa Epi-info 6.0 dando un “n” minimo de 90

pacientes.

Por conveniencia se tomard un “n” de 120 pacientes.
p
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Anexo 2

CARTA DE CONSENTIMIENTO:

YO ., ESTOY
INFORMADO(A) QUE PARTICIPARE EN EL ESTUDIO TITULADO:
DIAGNOSTICO CITOLOGICO E INMUNOLOGICO DE Chlamydia trachomatis
EN PACIENTES QUE ACUDEN A LA UNIDAD NACIONAL DE
OFTALMOLOGIA. POR LO QUE DOY AUTORIZACION PARA TOMAR LA
MUESTRA DEL TARSO CONJUNTIVAL SUPERIOR QUE SEA NECESARIA,
PARA SU PROCESAMIENTO Y LA OBTENCION DEL DIAGNOSTICO.
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Anexo 3

e Tablade2x2:

Método de Referencia

Método + a ‘ b

ICH-502® - c ‘ d

e Criterios de Fleiss:
< 0.4 = No hay acuerdo
0.4 —0.75 = Acuerdo intermedio

> 0.75 = Buen acuerdo



Anexo 4
e Concordancia entre dos observadores con dos o mas categorias
Nivel de confianza: 95 %

NUmero de categorias: 2

Tabla de clasificaciones

Giemsa

1+  20)
Método 1(+) 0 0
ICH-502® 2(-) 38 ‘ 80

Kappa 0.000
Kapa minimo: -0.1813
Kappa méaximo: 0.4389
Valor P: 1.000

Sensibilidad: P (positivos prueba rapida / positivos Giemsa)* 100
1.000 (0/35) *100= 0%

Especificidad: P (negativos prueba rapida / negativos Giemsa)* 100
1.000(79/79) * 100 = 100%



UNIVERSIDAD DE SAN CARLOS DE GUATEMALA
FACULTAD DE CIENCIAS QUIMICAS Y FARMACIA
ESCUELA DE QUIMICA BIOLOGICA

DIAGNOSTICO CITOLOGICO E INMUNOLOGICO
DE Chlamydia trachomatis EN PACIENTES QUE ACUDEN
A LA UNIDAD NACIONAL DE OFTALMOLOGIA

Nombre:
Edad: Sexo:

Proveniencia Numero de Registro

Sintomas y Signos:

Resultado de la prueba rapida ICH-502® para Chlamydia trachomatis:

Positivo Negativo Invalido

Resultado del Frote teiido con Giemsa:
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Figura No. 3 Tincion de Giemsa de control positivo.

Tomado de: datos experimentales de paciente diagnosticado con C. trachomatis.

FiguraNo. 4  Prueba rapida ICH 502 de control positivo.

Tomado de: datos experimentales de paciente diagnosticado con C. trachomatis.
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