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Resiimen

Objetivos: Determinar la presencia de Chlamydia trachomatis por anticuerpos anti Ig G e
Inmunofluorescencia Directa y relacionarla con los aislamientos del microorganismo en pacientes

que acuden a un consultorio ginecologico.

Materiales y métodos: De Junio al Setiembre de 2003 se recolectaron 40 muestras de hisopados
endocervicales y muestras de sangre a pacientes que acudieron a consultorio ginecolédgico en el
Hospital Local de Vitarte. Con los hisopados endocervicales se realizd la técnica de
Inmunofluorescencia Directa (IFD) y Cultivo Celular para diagnostico de Chlamydia
trachomatis. Con las muestras séricas se realizo la técnica de Inmunofluorescencia Indirecta (IFI)

para deteccion de anticuerpos anti chlamydias Ig G

Resultados: De total de 40 muestras, se tuvo 10 casos positivos para anticuerpos anti
Chlamydias 1g G, 5 casos de muestras positivas para presencia de antigeno clamidial con la IFD

y un caso positivo para cultivo celular.

Conclusiones: Nuestros resultados sugieren que al deteccion de antigeno de C. trachomatis es un
criterio altamente especifico para el diagndstico debiendo acompaiiarse con el aislamiento de la
bacteria para estudios posteriores como investigaciones de serovares y/o subtipos de chlamydias.

Estos resultados nos indican la importancia de la deteccion de C. trachomatis en pacientes
jovenes sobre todo aquellas asintomaticas para evitar la transmision de la enfermedad y sus

secuelas, las cuales pueden producir desde una infertilidad hasta una infeccion neonatan en recién



nacidos (conjuntivitis, pneumonia), ademas de ruptura prematura de membranas y amenaza de

aborto entre otras patologias.
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INTRODUCCION:

Chlamydia trachomatis constituye la causa bacteriana mas frecuente de las enfermedades de
transmision sexual. La infeccion por esta bacteria en las mujeres produce secuelas y
complicaciones graves como la enfermedad inflamatoria pelviana, la infertilidad, embarazo

ectopico tracoma, uretritis, cervicitis, epididimitis.'

En el mundo, se cree que hay mas de 50 millones de casos nuevos anualmente y las tasas de
prevalencia son muy altas, sobre todo en paises en vias de desarrollo (Martinica 26.7%, Senegal
14.6%), en contraste con lo que ocurre en los paises desarrollados (Portugal 4.6%, Italia 6.4%,

Francia 7.1% y Grecia 7.5%) >®

A pesar que desde la década del 70 se comenz6 con el estudio acelerado de la C. trachomatis
como una importante causa de Enfermedades de Transmision Sexual (ETS), ahora llamada
Infeccion de Transmision Sexual (ITS) son escasos los trabajos de respuesta inmune en humanos
que permitan distinguir con claridad las funciones de los diferentes tipos de anticuerpos.
Recientemente, se han llevado a cabo estudios sobre los diferentes antigenos de la bacteria y el

tipo de anticuerpos que producen.’

El diagnéstico de eleccion en el adultos, es el aislamiento de la bacteria '!!. La serologia para C.

Trachomatis tiene poco valor para el diagndstico de las infecciones del tracto genital'?

Poco se sabe sobre la respuesta inmune protectora en adultos.!® La infeccion por Chlamydias,

tanto en los modelos animales como en el humano, induce una respuesta de anticuerpos
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especifica. Por ejemplo, Brunham y col '~ encontraron evidencias de que la infeccion cervical en



mujeres induce la respuesta de anticuerpos IgM e IgG especificos, y que el incremento en el titulo
de anticuerpos IgM séricos, se encuentra altamente asociado con el numero de organismos
encontrados en el cervix; mientras que el titulo de anticuerpos Ig A de las secreciones cervicales,

es inversamente proporcional al nimero de bacterias presentes en el cervix.

Uno de los problemas importantes para el desarrollo de anticuerpos, es que Chlamydia es un
microorganismo intracelular, que va liberando antigenos de acuerdo con su ciclo de vida, que es
de 48 a 72 horas. Otro problema es que el microorganismo puede infectar a la célula vecina
mediante la formacion de puentes intracitoplasmaticos, sin que se exponga la bacteria al espacio

extracelular'

El diagnodstico de infecciones por microorganismos intracelulares o bacterias de dificil
crecimiento, frecuentemente se basa en la presencia de anticuerpos especificos contra el patdogeno
en cuestion, sin embargo, las pruebas seroldgicas deben interpretarse con ciertas reservas debido

a la posible reactividad cruzada con otros patgenos. '™ 1°

A pesar de esto, el analisis de muestras de suero de pacientes en fase de convalecencia muestra
que el titulo de anticuerpos se incrementa cuatro veces, siendo éstos predictores de una infeccion
activa. Sin embargo, se requiere de al menos un mes o mas, para llegar a estos titulos de

anticuerpos.'’

La presencia de anticuerpos IgM es un marcador inexacto de infeccion aguda en adolescentes y
adultos, ya que este anticuerpo a menudo no estd presente, presumiblemente porque estas

personas han sido infectadas previamente con C. trachomatis, u otra especie de Chlamydia como



C. pneumoniae, generando asi una respuesta a una exposicion reciente, por un lado, y por el otro,
en 70% de los pacientes la infeccion cursa asintomatica, por lo que los anticuerpos Ig M ya no se
encuentran presentes cuando se realiza el diagndstico de infeccion. Sin embargo, dos excepciones
han sido descritas en cuanto a la utilidad que muestran los anticuerpos Ig M en el diagnostico: la
primera es en el caso de recién nacidos con neumonia por C. trachomatis, y la segunda, en

pacientes con linfogranuloma venéreo (LGV). 7%

La prevalencia de C. trachomatis en diversos estudios varia del 3 al 5% en mujeres asintomaticas
que asisten a clinicas de planificacion familiar, aumentando a cifras mayores de 20 por ciento en
las clinicas de ETS'?!. En mujeres embarazadas, se ha informado prevalencias de entre 1 y
26%°%* que adquieren importancia cuando se considera que aproximadamente 60 al 70% de los
recién nacidos que atraviesan un canal cervical con C. trachomatis, pueden adquirir la infeccion
durante el nacimiento?*?*. En el recién nacido se manifiesta como una conjuntivitis aguda
mucopurulenta con hiperemia intensa, quemosis y formacion de pseudomembranas; se distingue
de la oftalmia neonatorum genocoécica porque se presente en forma mas tardia al parto (5- 12 dias

postparto) 2627

El objetivo de este estudio fue determinar la presencia de Chlamydia trachomatis en pacientes
que acudieron a consultorio ginecoldgico del Hospital Vitarte en Lima Perti durante los meses de
Julio y Agosto del 2003, mediante la técnica de Inmunofluorescencia Directa (IFD) e
Inmunofluorescencia Indirecta (IFT) y relacionarla con los aislamientos de la bacteria mediante el

Cultivo Celular (CC)



MATERIALES Y METODOS:

Se estudiaron 40 pacientes adultas de 18 a 60 afios, 25 de ellas presentaban sintomas compatibles
con diagnostico de uretritis, cervicitis, enfermedad inflamatoria pélvica, vaginitis. Se tomaron
muestras de sangre para la determinacion de anticuerpos anti clamidia, dos muestras
endocervicales (con hisopo de dacrén previa limpieza exhaustiva de la zona con una gasa estéril),
una para la prueba de IFD y la otra para cultivo celular. Las muestras para cultivo fueron
colocadas en medio de transporte 2SP y luego fueron congelados a - 70° C hasta su

procesamiento.

Técnica de Cultivo Celular sobre células Mc Coy (CC):

Se emplearon dos shell viales por paciente conteniendo un cubreobjeto redondo sobre el que se
desarrollo una monocapa celular de celulas McCoy de 18- 24 horas. Se agreg6 0.5 ml. de MEM
(Medio minimo esencial con 10% de suero bovino fetal, mas lug/ml. de cloranfenicol). Se
centrifugd 1 hora a 3000 rpm, luego se incub6 en estufa a 37°C por 2 horas, se decant6 el medio y
se agregd 1 ml. de medio nuevo, se incub6 a 37°C, durante 68- 72 horas (tiempo limite). Cada
material se sembrod por duplicado. Para identificar las inclusiones, se lavd cada monocapa
inoculada con un ml. de buffer PBS. Se invirti6 el vial para obtener la laminilla con las muestras,
se fij6 con metanol por espacio de 10 minutos. Se agrego6 lugol cubriendo la laminilla, se dejé 30
minutos a temperatura ambiente protegido de la luz. Posteriormente se coloc6 una gota de liquido

de montaje en un portaobjeto y el cubreobjeto o laminilla con la muestra hacia abajo.

Técnica de Inmunofluorescencia Directa (IFD):
Una vez extendida la muestra contenida en la ldmina de Inmunofluorescencia (hisopado

endocervical) sobre una lamina portaobjeto con excavacion circular de 1 cm., se fijé con metanol



por 10 minutos, se dejo evaporar. Se cubrié con 25 ul de anticuerpo monoclonal anticlamidia,
conjugado con fluoresceina cubriendo toda la superficie de la muestra, se incubd 15 minutos en
camara humeda, a temperatura de 37°C, se lavo por agitacion en PBS por espacio de 5 minutos,
(dos lavadas), se dejo secar a T° ambiente y luego se coloco una gota de liquido de montaje y se
cubrio con un cubreobjeto. Todo este procedimiento se trabajé con una muestra control positiva
incluido en el Kit para validar el ensayo. Como muestra de control negativo se utilizd una

muestra endocervical de una paciente negativa para cultivo e Inmunofluorescencia Directa.

Técnica de Inmunofluorescencia indirecta (IFI):
Usa el suero del paciente para investigar anticuerpos. Este suero es incubado en presencia de un
antigeno especifico. Para la visualizaciéon del complejo resultante, se utiliza un anticuerpo

antiglobulina humana, marcado con isotiocianato de fluoresceina.

Se prepar6 una dilucion de los sueros en buffer PBS a razon de 1:8. Igual se hicieron con los
controles positivos y negativos. Se colocd 15 ul de esta dilucion a cada uno de los circulos de la
lamina de IFI que contiene células Mc Coy con antigeno clamidial, se incubd a 37° x 30 minutos
en camara huimeda, se lavo (2 veces) en PBS cuidando de no tener contacto directo entre PBS y
muestra. Se dejo secar a T® ambiente. Se colocé una gota de conjugado FITC (Isotiocianato de
fluoresceina). Se incubd a 37°C x 30 minutos. Se lavd (2 veces) en PBS. Se dejo secar a T°

ambiente y luego se monto6 con glicerina que viene incluido en el Kit.



RESULTADOS:

De total de 40 muestras tomadas a mujeres que acudieron a consultorio ginecologico, se tuvo 10
casos positivos para anticuerpos anti Chlamydias Ig G (25%), 5 casos de muestras positivas para
presencia de antigeno chlamidial con la IFD (12.5%) y un caso para cultivo celular (2.5). Se
utilizd la estadistica descriptiva que son frecuencias y porcentaje a fin de tener los datos

encontrados.

Cuadro comparativo de diagnostico de Chlamydia trachomatis por las tres técnicas de

laboratorio:

Pruebas de Lab. | Inmunofluorescencia Inmunofluorescencia Cultivo
Directa (IFD) Indirecta (Ig G) celular
Total de muestras
Positivo 5 (12.5%) 10 (25%) I (2.5%)
Negativo 35 (87.5%) 30 (75%) 39 (97.5%)
Total 40 (100%) 40 (100%) 40 100%)

Para el cultivo celular, la Gnica muestra positiva fue aquella en la que se observo inclusiones
clamidiales tefiidas con yodo (Fig 1). Las muestras negativas no presentan estas inclusiones. En
relaciéon a la Inmunofluorescencia Directa, las muestras positivas se observan como cuerpos
clamidiales pequefios (cuerpos elementales) en forma de estrellas o formas geométricas dentro
y/o fuera de la célula de color verde manzana. Con respecto a la Inmunofluorescencia Indirecta,

los resultados positivos se dieron por la presencia de cuerpos fluorescentes verde manzana
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brillante en el citoplasma de las células Mc Coy que vienen adheridas a la lamina con presencia
de antigeno, las que en contacto con el suero que presenta anticuerpos, fluorecen y se observaron
en forma de inclusiones unicas generalmente rechazadas a la periferia (Fig 2). Los resultados
negativos carecen de estos cuerpos fluorescentes y se observa un conjunto de células tefiidas de

color rojo.

25 (62.5%) del total de pacientes eran sintomdticas, manifestando uretritis, cervicitis, enfermedad
inflamatoria pélvica, vaginitis por lo que acudieron a consultorio ginecoldgico, mientras que las

15 restantes no informaron presencia de sintomas.
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Fig 1 Inclusiones clamidiales Fig 2 Cuerpos de inclusion
Cultivo Celular (40X) IFT (100X)
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DISCUSION

La positividad de cinco muestras para IFD y correlacionarla con el cultivo celular (una muestra
positiva) nos sugiere que este aislamiento unico podria deberse a multiples factores como
disminucién de la densidad bacteriana, viabilidad de las chlamydias, falla en el transporte de
muestras que condiciona el poco o nulo desarrollo de estos microorganismos, escasa limpieza de
la zona del cerviz, ademas que la toma de muestra se debe realizar en condiciones adecuadas y
los medios de cultivo, soluciones de lavado asi como equipos (estufas, microscopios, camara

hiimeda), se encuentren en condiciones dptimas.?®

En relacion a la prueba serologica de inmunofluorescencia Indirecta (IFI) de los diez casos
positivos, no sugieren necesariamente presencia de chlamydias al no diferenciar inmunidad
reciente o pasada, asimismo puede presentarse reacciones cruzadas con otros microorganismos
presentando falsos positivos para Ac IgG, pensamos que relacionando los resultados de IFD-
aislamientos/ respuesta IgG especifica podriamos tener resultados que se relacionan entre si, pero
estos fueron poco satisfactorios ya que solo dos casos fueron positivos comunes para las pruebas
IFD e IFI y solo un caso positivo para IFD y Cultivo celular, por lo que se demuestra que estas
pruebas serologicas no deberian ser usadas para diagnostico, pues no se puede diferenciar entre

inmunidad producida en el pasado o infeccion reciente.

Desde finales de los afos setenta se describio la reactividad cruzada entre el género Chlamydia y
Acinetobacter calcoaceticus var anitratus, la cual estd dada por la similitud que existe entre el

LPS (lipopolisacarico) de ambas bacterias, principalmente en la region del “core”. ?°

, anos
después se reporto la reactividad cruzada con el LPS de mutantes rugosas de Salmonella sp., **y

en los ultimos afos se ha reportado contra el género Bartonella, Yersinia enterocolitica y Proteus
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OX-19, en donde los sueros de pacientes con infeccidon por estos microorganismos también

muestran niveles elevados de anticuerpos contra el género chlamydia ',

Aunque cuando estos sueros son absorbidos con estas bacterias, los titulos de anticuerpos contra
chlamydia se ven disminuidos, y en algunos casos llegan a ser negativos. Con estos datos se
demuestra la importancia de caracterizar los antigenos de reactividad cruzada entre chlamydia y
otros patdgenos cuando el diagndstico se realiza por serologia, esto, con el objetivo de evitar el
uso de antigenos que muestran gran reactividad cruzada y dar resultados falsos positivos en

aquellos pacientes que no presentan la infeccion por chlamydia.

Nuestros resultados permiten corroborar lo mencionado en la literatura en que la presencia de

anticuerpos no indica necesariamente una infeccion activa.

Aunque en décadas pasadas los métodos seroldgicos no han sido totalmente satisfactorios para el
diagnostico de esta infeccion, atn existen controversias sobre su utilidad, debido a que los niveles
de anticuerpos IgG producidos durante una infeccion por C. trachomatis se encuentran elevados
por mucho tiempo, por lo que una prueba de anticuerpos positiva no distinguiria una infeccion

anterior de una infeccion actual >*

A pesar de esto, las pruebas serologicas han tenido mayor utilidad en la deteccion de pacientes
con enfermedad pélvica inflamatoria o infertilidad (adherencias u obstruccion tubo-ovarica), ya
que estos padecimientos se encuentran asociados en un alto porcentaje con la infeccion previa por
C. trachomatis. Debido a esta asociacion, varios paises industrializados han incluido en su clinica

ginecologica las pruebas seroldgicas que identifican a los anticuerpos anti chlamydia como
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métodos de diagnodstico para la deteccion de mujeres con infertilidad por dafio tubarico o

enfermedad pélvica inflamatoria®*%>

Nuestros resultados sugieren que la deteccion de antigeno de C. trachomatis es un criterio
altamente especifico para el diagndstico debiendo acompaiarse con el aislamiento de la bacteria
para estudios posteriores como investigacion de serovares y/o subtipos de Chlamydias. Estos
resultados nos indican la importancia de la deteccion de C. trachomatis en pacientes jovenes para
evitar la transmision de la enfermedad y sus secuelas, las cuales pueden producir desde una
infertilidad hasta una infeccion neonatal en recién nacidos sumados a la posibilidad de ruptura

prematura de membranas y amenaza de aborto.
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CONCLUSIONES

» Es de destacar que la frecuencia de infeccion en mujeres asintomaticas fue mayor a la de
aquellas que consultaron por algin sintoma relacionado con infeccion genital.

» El analisis de los datos sugiere la necesidad de la aplicacion de un programa de tamizaje
universal en adultas (os) sexualmente activas para prevenir el impacto negativo en la
fertilidad futura y limitar la transmision de la infeccion en la poblacion.

» Seria necesario efectuar en nuestro medio un andlisis de costos asociados a las
complicaciones derivadas de la infeccion genital por CT para determinar si este programa es

costo- efectivo.
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