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PREFACIO

Los rectentes progresos en el diagndstico de laboratorio del tracoma permiten confir-
mar el diagndstico clinico en un considerable niimero de casos y demostrar la presencia
del agente aun en ausencia de signos clinicos manifiestos de enfermedad activa. Una
aplicacidn mds extensa de estos métodos introduciria un elemento objetivo y cuan-
tificable en el diagndstico y los estudios epidemioldgicos. Sin embargo, para poder
comparar los resultados es indispensable cierta uniformidad de métodos. Teniendo en
cuenta este requistto y la conveniencia de compartir algunas de las experiencias adqui-
ridas tltimamente en ciertos laboratorios, se celebrd en Londres, en julio de 1974,
un Simposio de la OMS sobre el Diagnistico de Laboratorio del Tracoma, patroci-
nado conjuntamente por la Organizacion Mundial de la Salud y el Instituto de Oftal-
mologia de la Universidad de Londres.

Asistieron al simposto cientificos de laboratorio que poseen considerable experiencia
en este determinado campo y que han desemperiado un papel clave en el desarrollo de
algunas de las técnicas. Ademds, cientificos de laboratorios situados en paises donde
el tracoma sigue constituyendo un problema importante de salud publica participaron
activamente en el simposio, que consistid en debates y demostraciones de laboratorio.

Se acordd en ¢l simposio que se preparara y distribuyera un documento en el que se
describieran las técnicas que han de utilizarse para el diagndstico del tracoma. Esta
guia expone un sislema de procedimientos para ser usados especialmente en el diagnds-
tico del tracoma en los paises donde previlece la enfermedad y donde las instalaciones
de laboratorio pueden ser limitadas. Se considera conveniente que el personal de
laboratorio dedicado a esta clase de actividad siga estos métodos lo mds estrictamente
postble; sin embargo, sus trabajos no tienen que limitarse a las actividades que se
presentan en esta guia.

Las técnicas descritas reflejan el consenso de los participantes en el simposio. Se
espera que esta guia contribuya al desarrollo de actividades cuyo objetivo final consista
en controlar el tracoma como problema de salud piblica.



INTRODUCCION

Para el diagnéstico del tracoma, tanto en casos individuales como en
estudios epidemiolégicos de la enfermedad y su control, pueden
emplearse diversos métodos de laboratorio. La seleccién del método se
basara en varios factores, taies como la sensibilidad, confiabilidad,
costo y disponibilidad de la prueba de que se trate, la capacidad de los
laboratorios individuales para aplicar las técnicas, asi como las posibi-
lidades del método para abarcar el nimero requerido de muestras.

En el caso de investigaciones que necesitan informacién sobre la
prevalencia de la infeccién, es indispensable un método u otro de
demostrar la presencia del agente mediante la localizacién de inclusio-
nes o el aislamiento. Esta informacién también puede ser 1til para deter-
minar el efecto de laz medidas de control.

En los estudios sobre el terreno en que la prestacion de un servicio
en gran escala digno de confianza constituya un requisito principal y
la sensibilidad no sea una consideracién de primer orden, los métodos
de demostracién de inclusiones en productos de raspado pueden resul-
tar particularmente valiosos, si se dispone de microscopistas bien
capacitados. La técnica de tincion de Giemsa es; el método normal de
demostracién de inclusiones clamidiales. Ofrecc indicaciones me-
diante la demostracién de la modalidad citolégica de la reaccién
inflamatoria. Resulta también Gtil para demostrar la presencia o
ausencia de bacterias y para obtener preparaciones permanentes que
pueden enviarse a otros laboratorios. Es el método mas facilmente
disponible y mds confiable. Sin embargo, exige raucho tiempo y
resulta fatigoso. Los métodos de tincién de anticuerpos fluorescentes
(AF) son mas complicados y costosos. Aunque necesitan un tiempo de
tincién mas prolongado, la microscopia es menos fatigosa y mas rapida
que con la tincién de Giemsa. Pero el empleo satisfactorio de los mé-
todos AF depende de la viabilidad de mantener condiciones
apropiadas para el almacenamiento y transporte de muestras del
campo al laboratorio. La tincién de yodo posee la ventaja de su rapi-
dez y simplicidad pero cs el méiodo menos sensible.

En los estudios sobre ¢l teireno en los que es conveniente una ele-
vada sensibilidad, para trabajos en pequefia o en gran escala, el aisla-
miento en cultivo celular posee immportantes ventajas; aunque requiere



instalaciones mas complejas que la localizacign de inclusiones en frotis
conjuntivales, constituye el método mais rapido y sensible, Ademis,
produce aislados para la serotipificacién y el estudio de otras caracte-
risticas biolégicas. Como en el caso de la tincién AF en productos de
raspado, su aplicacién satisfactoria depende del mantenimiento de
condiciones apropiadas de almacenamiento y de transporte de muestras
del campo al laboratorio.

El aislamiento en saco vitelino de huevos de gallina embrionados
resulta méis engorroso, requiere mis tiempo y posee menos sensibili-
dad, pero pucde ocurrir que sea el dnico método disponible en ciertos
laboratorios. Ahora bien, puede ser conveniente cuando se realizan
trabajos en pequeiia escala Para obtener un ntimero limitado de
aislados.

La medicién de anticuerpos tipo-especificos en la prueba de micro-
inmunofluorescencia (micro-IF) aplicada al suero o a las lagri-
mas ofrece el indice m4s sensible de exposicién a la infeccién tra-
comatosa. Por la simplicidad y disponibilidad de especimenes seriados
d= lagrimas en muchos lugares en que es dificil obtener sucro, la apli-
cicién de la prueba micro-IF a las lagrimas resulta un método conve-
niente. Sin embargo, hay que tener presente que los anticuerpos
séricos pueden persistir después de la infeccién activa, mientras que la
presencia de anticuerpos en las lagrimas parece relacionarse mas estre-
chamente con la enfermedad activa,

La prueba micro-IF detectara anticuerpos suscitados por la infec-
cién con serotipos de los agentes de tracoma-conjuntivitis de inclu-
siones (Tr-CI) y linfogranuloma venéreo (LGV) comtinmente asocia-
dos a las afecciones clamidiales oculogenitales de origen venéreo. Para
aclarar estas reacciones de anticuerpos sc requiere incluir toda la
gama de serotipos de Chlamydia trachomatis en la prueba micro-IF,

Hay que advertir que la utilidad de estas pruebas cuando se trata de
otras regiones anatémicas, en particular las vias genitales, puede dife-
rir considerablemente de la que se observa en especimenes oculares.
Los frotis tiecnen mucha menos utilidad para detectar las infecciones
clamidiales de los organos genitales; el método preferido es el aisla-
miento en cultivo celular. Los laboratorios que traten de emprender
trabajos referentes a las infecciones por Chlamydia de las vias geni-
tales deberdn consultar las publicaciones médicas de actualidad para
elegir los procedimientos mds convenientes para sus propésitos. Al
final de cada seccién figuran unas cuantas referencias seleccionadas,



OBTENGION Y TRANSPORTE DE MUESTRAS

Es importante para lograr los mejores resultados dedicar la debida
atencién a los procedimientos meticulosos de obtencién, manipulacién
y almacenamiento de muestras. Estos procedimientos variarin de
acuerdo con el propésito de la obtencién de muestras, pero se requiere
considerable uniformidad para garantizar la reproducibilidad de los
resultados. Debe procederse a la obtencién de muestras para la
demostracién del agente antes de administrar el tratamiento,

Muestras conjuntivales para la deteccién de inclusiones en frotis

El empleo de anestésicos tépicos antes de la obtencién de muestras es
opcional y dependera, hasta cierto punto, del propésito de la obten-
cién y de los factores locales.

Conviene utilizar una espitula de Lindner o de Kimura, También
pueden confeccionarse econémicamente espatulas similares de metal,
hechas con varilla de soldadura de aluminio. Se recomienda el empleo
de instrumentos con un borde liso y fino, pero no afiado. Los instrumen-
tos deben esterilizarse a la llama o frotandolos con etanol al 70% y secén-
dolos debidamente antes de cada raspado. Al utilizarlos deberan
mantenerse siempre limpios, frios y secos. De manera sistemitica, los
productos de raspado deberin obtenerse de la conjuntiva tarsal
superior, mediante trazos firmes a través de la superficie tarsal.

El material debe extenderse uniformemente sobre placas de vidrio
limpias. Lo ideal seria que el frotis no excediera del grosor de una
célulay que proporcionara para el examen por lo menos de 500 a 1,000
células epiteliales.

Puede obtenerse para la tincién de Gram un frotis separado,
incluido el exudado, para demostrar la presencia de bacterias.

Los frotis deben secarse al aire y fijarse lo antes posible y siempre en
el término de unas pocas horas después de su obtencién.

La fijacion para la tincién de Giemsa se efectiia con metanol puro,
fresco y limpio, durante cinco minutos como minimo.



-La fijacion para los métodos de tincién de anticuerpos fluorescentes
se lleva a cabo con acetona anhidra, limpiay fresca, a +4°C (tempera-
tura de bafo de hielo) durante 5-10 minutos.

Los frotis fijados con acetona para la tincién AF deben almacenarse
lo més pronvo posible a la temperatura de —20°C o inferior. Tal vez
sea inevitable el transporte, en breves periodos, del campo al laborato-
rio utilizando para las muestras un recipiente hermético con hielo
hiinedo, pero no debe exceder de uno o dos dias. Hay que evitar la
congelacién y descongelacién repetida de las muestras.

Muestras conjuntivales para el aislamiento de Chlamydia

La escobilladura es preferible al raspado o curetaje. Para aprove-
char las posibilidades de los métodos de cultivo de admitir una muestra
mucho mayor que en el caso de los métodos de localizacién de inclu-
siones, es importante escobillar lo mas posible la conjuntiva de cada
uno de los ojos, aumentando asi la tasa de recuperacién. Hay que
evitar el contacto de la escobilla con las pestaiias o la superficie cuta-
nea del parpado.

Para este propésito es preferible emplear un hisopo estéril hecho de
un material que no resulte téxico para las clamidias o las células. Los
hisopos estériles de algodén y alginato parecen apropiados. Los
hisopos de dacrén pueden ser téxicos y originar artefactos de tincién
de yodo parecidos a las inclusiones en los cultivos tisulares. El alginato
puede dar lugar, en cultivos tisulares, a ciertos artefactos que pueden
confundirse con particulas clamidiales al ser examinados mediante la
iluminacién de campo oscuro.

Para inocular las muestras en cultivos tisulares o huevos embrio-
nados se ha empleado tradicionalmente un medio de sacarosa-fosfato-
glutamato (SFG) como medio para el transportc con el fin de reducir
al minimo la pérdida de infecciosidad durante la congelacién y des-
congelacién. Cualquier medio de mantenimiento de cultivo tisular al
que se le haya afiadido suero de ternera fetal al 3-10% puede ser un
sustituto apropiado. Este medio suele contener antibidticos (50-100
ug/ml de estreptomicina, 50-100 ug/ml de vancomicina, 30 ug/ml de
framicetina).

También puede utilizarse en su lugar un caldo de nutriente o leche
descremada con antibiéticos para muestras que hayan de inocularse en
huevos embrionados.



Las muestras deben mantenerse a la temperatura de +4°Csi pueden
inocularse en cultivos celulares o huevos en el plazo aproximado de 24
horas, de lo contrario se congelarén en recipientes herméticos lo antes
posible después de la obtenci6n y se mantendrin a —60°C (nieve
carbénica) o a —180°C (nitrégeno liquido) durante el transporte.

Obtencién de muestras para la deteccién de anticuerpos

Suero

Se puede extraer sangre por venopuncién, separando el suero antes
de que se produzca la hemolisis. El suero debe ser transportado en
hielo hiimedo o congelado si median mis de unos pocos dias. También
puede recogerse sangre capilar en papel de filtro o esponjas semejantes
a las que se emplean para obtener muestras de lagrimas (véase a con-
tinuacién).

Ligrimas (secreciones oculares)

Las lagrimas pueden recogerse colocando tiras de papel de filtro (5 x
20 mm) en el fornix conjuntivo inferior hasta que queden saturadas.
Es preciso evitar cualquier secrecién lacrimal excesiva debida ala
irritacién. A continuacién, las tiras de papel se colocan en un frasco
apropiado que contenga 0.2 ml de solucién salina amortiguada de
fosfato y se transportan de la misma manera que el suero.

Pueden utilizarse igualmente esponjas de celulosa (de1x1x 7mm,
aproximadamente),



DETECCION DE INCLUSIONES EN'
FROTIS CONJUNTIVALES

Tincién de Giemsa

Si se utiliza una marca de colorante que merezca confianza, este
método ofrece excelentes preparaciones permanentes.

Para utilizar la tincién, se prepararin diluciones con agua
destilada neutra (coloracién naranja con rojo neutro o péirpura con
hematoxilina) o, de preferencia, con agua estabilizada, lo que puede
hacerse de la manera siguiente:

a) Preparese una solucién de 0.067 mol/litro de fosfato de hidré-
geno disédico (NasH PO, ) utilizando 9.5 g de sal anhidra en 1 litro de
agua destilada.

b) Preparese una solucién de 0.067 mol/litro de fosfato de dihidré-
geno sédico (NaH 2 PO,) disolviendo 9.2 g de la sal en 1 litro de agua
destilada.

Para obtener agua estabilizada de un pH de 7.2, mézclense 72 ml de
la preparacién a) con 28 ml de la &) y 900 ml de agua destilada.

También pueden utilizarse soluciones preparadas con estabiliza-
dores comerciales. Cualquier pH entre 6.8 y 7.2 es aceptable (aunque
pueden ser preferibles los estabilizadores mas bésicos) siempre que se
mantenga constante para reducir al minimo la variacién del color en las
preparaciones tefiidas.

La tincién de Giemsa se prepara disolviendo 0.5 g del colorante en
polvo en 33 ml! de glicerol a la temperatura de 55-60°C durante una
hora y media o dos. A esta mezcla se le afiadiran 33 ml de metanol
puro, exento de acetona. Se mezclard bien la solucién, dejandola
sedimentar, y luego se guardari a la temperatura ambiente como
solucién madre. Las diluciones de esta solucién madre se preparan con
agua destilada neutra o agua esterilizada, a razén de una parte de
solucién de Giemsa madre por 40 6 50 partes de diluyente.



LAMINAS EN COLOR®

Las 12 figuras contenidas en las laminas 1 y 2 son frotis conjuntivales tefii-
dos con Giemsa; las microfotografias originales fueron tomadas con una lente
de inmersi6n en aceite de 100x y el aumento final es de 1080 x.

LAMINA 1

Fig. 1. Una inclusién de cuerpos elementales en una célula epitelial
conjuntival (abajo a la derecha). En la parte superior a la izquierda se
cncuentra un macréfago (célula de Leber) con numerosas masas purpiireas
oscuras, probablemente nicleos de leucocitos polimorfonucleares en el
citoplasma mal definido.

Fig. 2 Una célula con tres inclusiones de cuerpos iniciales. Las particulas
individuales estin tan aglomeradas que no se distinguen. Los cuerpos
iniciales son individualmente mas pequefios que la mayor parte de las bacte-
rias que cominmente se encuentran en el ojo.

Fig. 3. Célula epitelial con inclusiones miltiples. Encima y a la izquierda
del nicleo se ve una inclusién de cuerpos clementales con particulas rojas y
purpireas que parecen deformar el nicleo. Contigua al nicleo y a su derecha
s¢ extiende una inclusién densa de cuerpos elementales probablemente menos
maduros. También estin presentes cn cl citoplasma varias inclusiones peque-
fas de cuerpos iniciales, asi como particulas de cuerpos elementales indivi-
duales.

Fig. 4. Losgranulos de melaninaen la célula forman un “casquete’ sobre el
nicleo, lo que sugiere una inclusién clamidial. La melanina puede distin-
guirse por su color verdinegro en frotis tefiidos con Giemsa y por la presencia
de grinulos individuales esparcidos por el citoplasma de muchas células con-
tiguas.

Fig. 5. Formacién por la melanina de una “seudoinclusién” muy compacta
sobre el nicleo de una célula epitelial.

Fig. 6. Extrusiones nucleares en el citoplasma de células epitelialcs.f_Esvta's‘- '
extrusiones suelen estar adheridas al nicleo y tienen su mismo color y con-
sistencia. LB

*Las laminas en color se han reproducido con autorizacién del editor del British Journal of
Ophthalmology y los autores de luz trabajos siguientes: L4minas 1 y 2. C. Yoneda et al. Brit J
Ophthalmol 59:117 (1975). Limina 3. §. Darougar et al. BritJ Ophthalmol 55:591 (1971),
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LAMINA 2

Fig. 7. Gréanulos en células caliciformes (productoras de mucina). Las parti-
culas son de un color rojo rosado y raramente se distinguen tan claramente
como los cuerpos elementales clamidiales. Los granulos pueden ocupar
distintas cantidades del citoplasma.

Fig. 8. Leucocitos polimorfonucleares cosinéfilos y granulos eosinéfilos
libres. Por su color rojo y presencia en leucocitos se distinguen claramente de
los cuerpos elementales o inclusioncs.

Fig. 9. Sesupone que los bastoncillos delgados, ligeramente curvos en la su-
perficie de una célula epitelial son Haemophilus aegyptius (o bacilo de Koch-
Weeks). Las formas de tipo H. aegyptius y las bacterias de tipo H. influenzae
(cocobacilos) se tifien de azul pélido a diferencia del azul oscuro ds las demdés
bacterias oculares.

Fig. 10. Diplococos en una célula epitelial conjuntival.

Fig. 11. Diplobacilos grandes. Se supone que pertenecen a la especie Mora-
xella.

Fig. 12, Diplococos grandes en productos de raspado obtenidos de un nifio
afectado de tracoma grave y de infeccién conjuntival por Neisseria gono-
rrhoeae demostrada por cultivo.

LAMINA 3

Fig. 13. Cuerpode inclusién en célula de McCoy irradiada, 60 horas, tincién
de Giemsa, 1280 x, iluminacién en campo oscuro, Los cuerpos elementales
aparccen como particulas fluorescentes de color dorado intenso dentro del
cuerpo de inclusién.

Fig. 14. Cuerpodeinclusién en célula de McCoy irradiada, 60 horas, tincién
de Giemsa, 1280 x, iluminacién en campo claro (el mismo campo que en la
Fig. 13). El contraste entre los cuerpos clementales en los cuerpos de inclusion
y otro matcrial en el monoestrato es mucho menos pronunciado que con la
iluminacién en campo oscuro.

Fig. 15. Cuerpos de inclusién en células de McCoy irradiadas, 48 horas,
tincién de yodo, 1920 x. Los cuerpos de inclusién estin tefiidos de marrén
oscuro y contrastan bien con el amarillo claro del fondo.



Otra opcién es el empleo de una preparacién local de tincién de
Giemsa, siempre que se haya comprobado que el lote es satisfactorio.

El frotis se cubre durante una hora con tincién de Giemsa diluida,
preparada de nuevo todos los dias. La ldmina se enjuaga rapidamente
en etanol al 95% para eliminar el exceso de colorante, luego se seca y
se examina para determinar la presencia de cuerpos de inclusién
intracitoplasmicos baséfilos tipicos. Con los monoestratos de cultivo
tisular tal vez sea preferible un periodo de tincién mas prolongado
(1-1/2 horas).

Bajo una lente de gran aumento de inmersién en aceite se ven inclu-
siones clamidiales en células epiteliales, en forma de masas introcito-
plasmicas bien definidas que consisten en particulas que varian desde
las de pequefio tamaiio (alrededor de 300 nm) y color rojo o purpiireo,
formadas por inclusiones de cuerpos elementales hasta las inclusiones
de cuerpos iniciales mayores (1 um) de color azul o parpura, con rela-
tivamente pocas particulas individuales. Con frecuencia estos dos
tipos de particulas aparecen en la misma inclusién.

Seudoinclusiones y bacterias

A continuacién se enumeran varias estructuras que pueden
parecerse a las inclusiones tracomatosas y dar origen a errores en la
interpretacién de frotis:

a) Los grdnulos de pigmento (melanina) son negros o negriverdosos
en los frotis tefiidos con Giemsa. Las particulas individuales suelen ser
de tamafio irregular pero pueden acercarse al tamafio de los cuerpos
elementales. Las aglomeraciones de grdnulos de pigmento pueden formar
un “‘casquete’’ muy apelmazado sobre el niicleo de la célula parecido
a una inclusién tracomatosa.

b) En el citoplasma aparecen extrusiones nucleares en forma de
masas irregulares comitnmente unidas al nicleo. Estas extrusiones son
semejantes al nacleo en color y textura.

¢) Las células caliciformes contienen granulos no tan bien
definidos como los cuerpos elementales y de color m4s claro. Estas células
a menudo aparecen en racimos.

d) Los grdanulos eosindfilos se derivan de leucocitos eosinéfilos. Los
grdnulos individuales o en racimo en las superficies de células epite-
liales pueden asemejarse a las inclusiones, pero se distinguen por su
color y por los granulos leucocitos eosinéfilos y granulos libres que los
acompaian.
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e) Las bacterias que se observan comdnmente en los frotis conjuntivales
de zonas en que el tracoma es endémico incluyen especies Haemo-
philus, estreptococos, neumococos, Neisseria, estafilococos y difte-
roides. En los frotis tefiidos con Giemsa pueden observarse Haemo-
philus, en forma de pequefios cocobacilos tefiidos de azul palido en
racimos (tipo de H. influenzae) o de bastoncillos delgados, ligera-
mente curvos (de tipo H. aegyptius). Cuando estin presentes en gran
namero en un frotis, los cocobacilos pueden distinguirse de las inclu-
siones por su presencia en la superficie celular, fuera del citoplasma.
Los estreptococos, neumococos, estafilococos y Neisseria aparecen
como formas tefiidas de azul intenso que son de tamafio uniforme en
cualquier frotis. Estos cocobacilos pueden confundirse con los cuerpos
iniciales pero las bacterias casi siempre son mayores. Los difteroides
son bastoncillos fusiformes que se tifien de azul y que raramente se
encuentran en las superficies celulares.

En las ldminas 1 y 2 se presentan ejemplos tipicos en el microscopio
de preparaciones tefiidas con Giemsa.

Tincién de yodo

En productos de raspado que han sido secados al aire, fijados en
metanol puro y tefiidos con yodo de Lugol o una solucién de yodo al
5% en solucién de yoduro potasico al 109% durante $-5 minutos, la
matriz de inclusiones tracomatosas puede aparecer en forma de masa de
un color marrén rojizo, identificable con una lente de bajo aumento,
mostrando comGnmente cierta granulosidad. Los frotis se examinan
en preparaciones himedas.

Tincién inmunofluorescente para la demostracién de cuerpos de
inclusién en frotis conjuntivales

Son aceptables los métodos directo e indirecto. Este altimo tal vez sea
mas apropiado para laboratorios que estén comenzando esos estudios,
ya que los reactivos de tincién pueden adquirirse comercialmente.

El método directo necesita un tiempo de tincién mas corto pero
requiere grandes cantidades de suero anticlamidial especifico
conjugado. A los efectos de referencia, pueden adquirirse pequefias
cantidades de ese suero en algunos de los laboratorios dedicados activa-
mente a este tipo de trabajo.
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Técmf_tfa para el método indirecto

Se necesitan los siguientes reactivos especificos;

Cultivos en capas monocelulares infectadas para que sifvah‘.fde
testigo : o

Productos de raspado conjuntival humano

Antisuero de coneje anticlamidijal especifico

Globulina comercial de cabra anti-conejo, marcada con fluores-
ceina

El suero de referencia anticlamidial de conejo puede obtenerse en el
Centro Colaborador de la OMS de Referencia e Investigaciones sobre el
Tracoma y Otras Infecciones Clamidiales, San Francisco.

Lo ideal seria que el antisuero de conejo incluyera anticuerpos
contra los serotipos predominantes en la zona. Otro procedimiento,
posiblemente mis practico, consiste en emplear un suero de amplia
reactividad. El reactivo utilizado en el Centro de la OMS es suero de
conejo hiperinmune contra una cepa de LGV (LGV 434B-Tipo II)
cultivada en huevos embrionados. Los conejos se inmunizan por
inoculacién de material cultivado en saco vitelino,

Los frotis se secan al aire lo mas pronto posible, se fijan con
acetona a la temperatura de 4°C y se almacenan a —20°C o —60°C
antes dela tincién. Los frotis que van a tefiirse se ponen a la tempera-
tura ambiente y se secarin al aire sin calor. Luego se cubren con
antisuero de conejo y se incuban a la temperatura de 37°C durante 60
minutos en pequefios recipientes cerrados, con una atmésfera de
humedad para evitar que se sequen las preparaciones.

A continuacién, los frotis se lavan dos veces con solucién salina
amortiguada de fosfato de un pH de 7.2-7.4 durante 5 minutos cada
vez, se secan y luego se cubren con una capa de globulina comercial de
cabra anti-conejo, marcada con fluoresceina, y se incuban durante una
hora a la temperatura de 37°C. Después de lavarlos con la solucién salina
durante 15 minutos y secarlos, se preparan en glicerol al 90% en solucién
salina amortiguada de fosfato y se examinan mediante la microscopia
fluorescente en campo oscuro o de interferencia con filtros apropiados.

Es preciso vigilar el antisuero para asegurarse de que se obtiene la
debida tincién con la dilucién de trabajo con todos los serotipos del
agente Tr-CI conocidos. La dilucién de trabajo debe ser de 1:20 o
mayor a fin de reducir la fluorescencia no especifica.

La muestra clinica, para que se considere positiva, debe contener
una masa intensamente fluorescente, en general de morfologia similar
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a la de las inclusiones tefiidas con Giemsa, en el citoplasma de una
célula epitelial, de preferencia contigua al niicleo. Las ireas gruesas
del frotis son dificiles de interpretar, y se excluyen todas las células
morfolégicamente no identificables. Debe ignorarse la brillantez
general o las masas fluorescentes libres,

La mejor manera de conservar las laminas tefiidas es en la oscuridad
a la temperatura de 4°C o —20°C, y lo ideal seria examinarlas en el
término de 24 a 48 horas. Se pueden permitir periodos mas prolonga-
dos de almacenamiento sin que disminuya de manera significativa la
tincién siempre que se evite la exposicién a la luz ultravioleta.

Entre las estructuras que pueden fluorescer y ser confundidas con
inclusiones especificas figuran: leucocitos polimorfonucleares, linfo-
citos, células epiteliales queratinizadas o plegadas, grianulos de pig-
mentos aglomerados en células y bacterias.

Seleccion del método de tincién para la demostracién de inclusjones en
productos de raspado conjuntival

La tincién de Giemsa es el método normal y es solo ligeramente menos
sensible que el método de AF. Por eso es el que generalmente se reco-
mienda.

La tincién de anticuerpos fluorescentes es mas sensible que la
tincién de Giemsa cuando se aplica a frotis conjuntivales de casos leves
o tardios de tracoma en los que se observan pocas inclusiones.
Contrarresta esta ventaja la mayor complejidad del procedimiento de
inmunofluorescencia. Sin embargo, la microscopia con anticuerpos
fluorescentes es mas rapida y menos fatigosa que con la tincién de
Giemsa. Por consiguiente, la tincién de anticuerpos fluorescentes
ofrece ciertas ventajas para su empleo en gran escala en laboratorios
debidamente equipados y con experiencia en el examen de inclusiones
tefiidas con Giemsa; esto rige particularmente para los estudios sobre
el terreno cuando se dispone de medios adecuados para el transporte de
frotis conjuntivales fijados refrigerados.

La tincién de yodo es la menos sensible pero constituye el método
mas econémico y rapido de tincién de inclusiones. Y puede ser de
utilidad ¢n ciertos proyectos sobre el terreno en gran escala.
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AISLAMIENTO DE CHLAMYDIA

Hay dos métodos com@inmente aceptados de aislamiento del agent
del tracoma. El primero consiste en inocular el saco vitelino de huevo
de gallina embrionados, y el establecido mais recientemente es el de
empleo de cultivos tisulares. Con el método del saco vitelino st
requiere un tiempo considerable, de una a seis semanas, para obtenel
un aislado. El método de cultivo tisular es relativamente rapido: l:
tentativa de aislar el agente queda terminada en un plazo de tres ¢
siete dias. Este método es mas sensible cuando lo aplican ciertos inves
tigadores, pero otros consideran que los dos métodos poseen una sensibi-
lidad comparable. No obstante, los métodos de cultivo tisular poseen
grandes ventajas en cuanto a rapidez y ademais facilitan la manipula-
cion de un considerable nimero de mucstras.

Método del saco vitelino

Es indispensable que los huevos fecundados procedan de aves de
corral alimentadas con una dieta exenta de antibiéticos. Deben ele-
girse huevos limpios y evitar el lavado.

Los especimenes clinicos se recogen en 1 ml de un medio apropiado
con antibidticos. Las combinaciones apropiadas son de 1 a 5 mg de
estreptomicina ode 0.1 a 0.5 mg de gentamicina por mililitro de medio
de cultivo con la adicién de 0.25-0.5 mg de vancomicina o neomicina
por mililitro. También pueden emplearse otros antibiéticos, incluidas
100 UI de nistatina por mililitro o 2 ug de anfotericina B por
mililitro.

La muestra se mantiene a la temperatura ambiente duranie una
hora antes de inocular 0.2-0.5 ml en los sacos vitelinos (SV)de 3 a5
huevos de gallina embrionados que habian sido incubados a 38.5-39°C
en humcdad elevada durante un periodo de 6 a 8 dias. Después de la
inoculacién (véase mis adelante) los huevos se incuban a 35°C y se
examinan al trasluz diariamente hasta transcurridos los 20 dias subsi-
guientes a la primera incubacién. Los huevos que mueren en los tres
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primeros dias después de la inoculacién se desechan. Los sacos
vitelinos de embriones que mueren después, o sobreviven al final del
periodo de incubacién, se recogen y se preparan frotis de impresién
delgada utilizando la menor cantidad posible de material de saco vite-
lino y luego se tifen (método de Giménez o ¢l método modificado de
Macchiavello, véase mas adelante). Las pruebas de esterilidad se
practican en saco vitelino con caldo de tioglicolato. Para los pases, los
huevosse enfrian durante varias horas, y los sacos vitelinos se recogen,
s¢ homogencizan en un medio apropiado y s¢ pasan a otro grupo de 3 a
5 huevos de gallina embrionados. Siempre que sea posible se pasara en
cada uno de los huevos un inéculo grande (1 ml de SV/huevo al 509%).
Después de dos pases ciegos, cesan las tentativas por considerarse
negativas.

Los criterios aceptados de un modo general para el aislamiento posi-
tivo son los siguientes: deteccién de cuerpos elementales en los frotis de
impresion, mortalidad de huevos transmisible en serie, la presencia de
antigeno de grupo en el SV y la ausencia de bacterias contaminantes.

Técnica de inoculacién del saco vitelino

1. Examinense al trasluz los huevos y deséchense los que h:(')vfposeen
un embrién vivo y un espacio de aire normalmente localizado en el
extremo romo.

2. Rotilense los huevos con el nombre del paciente o el nimero vy la
fecha de inoculacién.

3. Coléquense los huevos en una gradilla y escobillense las c4scaras
Gnicamente en el punto de inoculacién (1a parte superior del extremo
romo) con una solucién de yodo al 5% en alcohol. Perférese la ciscara
y escobillese de nuevo con yodo.

4. Utilicese una jeringa de 1 6 2 ml con una aguja No. 1 o No. 2
(calibre 21 6 22, aproximadamente 38 x 0.8 mm). La aguja se inserta
por la perforacién a lo largo del eje del huevo hasta que la punta de la
aguja llega al centro del huevo. Inocilese el huevo y retirese la aguja
manteniéndola en el mismo eje.

5. Escobillese la ciscara del huevo Gnicamente en el punto de
inoculacién con una solucién de yodo al 5% en alcohol y ciérrese el
orificio con cualquier engrudo apropiado o cinta adhesiva,

6. Coléquense nuevamente los huevos en la incubadora a la
temperatura de 35°C y a una humedad clevada. ‘
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Tincién de preparaciones de saco vitelino

Los métodos de tincion de Macchiavello y de Giménez son los que
suclen emplearse para detectar cuerpos elementales en frotis de saco
vittiino. En principio son métodos similares pero ¢l de Macchiavello
exige una mayor atencién de los detalles. Puede utilizarse la tincién
dec Giemsa para detectar cuerpos clementales en frotis de saco vitelino,
pero no constituye ¢l método preferido porque requiere una experien-
cia considerable en diferenciar esos cucrpos del material de saco vite-
lino.

Tincién modificada de Macchiavello

Soluciones madre;

Fucsina bdsica —0.25 g en 100 ml de agua doblemente destilada
Acido citrico 0.5 g en 200 ml de agua doblemente destilada
Azul de metileno-- 1.0 g en 100 ml de agua doblemente destilada

Después de secarlo al aire, el frotis o la preparacién de impresién s
fija por calor. La solucién de fucsina bisica se pasa primero por ur
papel de filtro en un pequeio embudo y luego sc vierte sobre el froti:
y. transcurridos 5 minutos, se enjuaga rapidamente. La lamina se lav:
primero con agua corriente y luego se sumerge durante unos segundos
en la solucién de acido citrico contenida en un vaso de Coplin. A con-
tinuacién se lava bien con agua corriente y se tific con azul de meti-
leno al 1% durante 20 6 30 scgundos, se lava otra vez con agua del
grifo y se seca con papel absorbente. La solucién de icido citrico debe
ser fresca (de preferencia se preparara todos los dias). La exposicién al
dcidocitrico que exceda de unos pocos segundos decolorari los cuerpos
clementales y todos se tefiiran de azul. En una lamina debidamente
preparada estos cuerpos aparccen tefiidos de rojo en un fondo azul.

Modificacién de Giménez de la técnica de Machiavello

Solucién madre:

1. Fucsina de carbol 3
Fucsina basica al 10% (peso/volumen) en etanol al 95% 100 ml
Fenol acuoso al 4% (peso/volumen) ‘ R 25'0.ml
Agua destilada RS _ 650 mi
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2. Solucién amortiguada de fosfato sédico de 0.1 mol/litro
aun pH de 7.45 (mézclense 3.5 ml de NaHgPO4 de 0.2
mol/litro, 15.5 ml de NagHPO, de 0.2 mol/litro y 19

ml de agua destilada)
3. Oxalato de verde malaquita acuoso al 0.8%

Para preparar una solucién de trabajo de fucsina de carbol, méz-
clense 4 ml de solucién madre con 10 ml de solucién amortiguada ar
un pH de 7.45; filtrese inmediatamente y, de nuevo, antes de cada
tincién. La solucién de trabajo se mantiene en condiciones satisfactorias
durante unas 40 horas.

Un frotis de SV muy delgado, secado al aire pero no necesariamente
fijado por calor, se cubre con solucién filtrada de fucsina basica de
carbol durante uno o dos minutos; después de lavarlo bien con agua
corriente, se cubre con la solucién de verde malaquita durante 6-9
segundovs y se vuelve a lavar también con agua corriente; por Gltimo,
las ldminas se secan con papel absorbente. Los cuerpos elementales
quedan tefiidos de rojo en un fondo verdoso.

Métodos de cultivo tisalar

En la actualidad se han descrito tres métodos de cultivo del agente
del tracoma. En todos ellos se emplea la centrifugacién del inéculo en
capas monocelulares.

Aislamiento de Chlamydia en células de McCoy irradiadas

Medios y reactivos

Medio esencial minimo (MEM). Con arreglo a las instrucciones,
preparese una solucién de trabajo de medio esencial minimo (MEM)
de Eagle, sin glutamina ni bicarbonato sédico, con preparaciones en
polvo que puedan someterse a la autoclave, utilizando agua desioni-
zada o triplemente destilada.

Distribayanse 96.5 ml en cada frasco y sométanse a la autoclave a
una temperatura de 121°C durante 15 minutos. Almacénense a +4°C.

Suero bovino fetal. Inactivese al bafio de Marfa a la temperatura de
56°C durante 30 minutos y distribiiyase asépticamente en volimenes
de 5.5 ml. Almacénese a —20°C.
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Vitaminas y glutamina. Las preparaciones requeridas pueden ad-
quirirse en el mercado en volimenes de 100 ml (vitaminas, una
solucién 100 veces mayor que la concentracién requerida; glutamina,
en forma de solucién de 200 mmol/litro). Afiddase una botella de
vitaminas a 2 botellas de glutamina en un frasco estéril. Mézclese bien
y distribiyase asépticamente en voliimenes de 2.3 ml. Almacénese a
~20°C.

Antibidticos. Las concentraciones finales deben ser:

Estreptomicina 50 ug/ml de medio
Vancomicina 100 ug/ml de medio
Nistatina 25 UI/ml de medio

Disuélvase cada uno de los antibiéticos en agua destilada estéril a
una concentracién 100 veces mayor que la final requerida en el MEM.
Mézclense volimenes iguales de las soluciones de antibiéticos en un
frasco estéril y distribayanse asépticamente en partes alicuotas de 2.8
ml. Almacénense a —20°C.

Solucion de bicarbonato sédico. Pésense 56 g de bicarbonato sédico
(NaHCOg) y disuélvanse en 1,000 ml de agua destilada. Esterilicense
por filtracién y distribiiyanse en voléimenes de 3.5 ml. Almacénense a
+4°C.

Glucosa. Disuélvanse 21.12 gde glucosa en 200 ml de MEM y e.teri-
license. Distribiiyanse asépticamente en volimenes de 5 ml. Almacénense

a —20°C.

Tripsina. Preparense 2 litros de tripsina al 0.2% (1:250) en solu-
cién salina libre de calcio y magnesio de la manera siguiente:

Pésense:
Cloruro de sodio l6g
Cloruro de potasio 0.8g
Glucosa 2.0g
Bicarbonato sédico : 1.68g

Disuélvanse en 1,000 ml de agua destilada.

Coléquense 4.0 g de tripsina en un vaso de precipitados de 500 ml y
conviértase la tripsina en una pasta con un poco de solucién salina.
Anadase poco a poco mis cantidad sin dejar de revolver hasta obtener
unos 250 ml de una suspensién uniforme. Afisgdase un iman para
agitar y péngase en un agitador magnético durante 30 minutos.
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Activese poco a poco el agitador hasta que toda la suspensién se mezcle
bien. Viértase esta solucién en un cilindro medidor de 1 litro y conti-
niese afiadiendo solucion salina hasta llegar a la marca de 1 litro. Fil-
trese con un filtro estéril y, si es necesario, preparese otro litro con
agua destilada y mézclese bien. Transfiéranse volamenes de 200 ml de
la tripsina estéril a botellas esterilizadas. Distribaiyanse en partes
alicuotas de 2 ml. Almacénense a —20°C.

Soluciones amortiguadoras. Solucién amortiguada de fosfato, pH
de 6.8y 7.2.
Tincién de Giemsa. (Véase pégina 8.)
Eosina. Unasolucion al 0.15% en solucién amortiguada de fosfato,
pH de 7.0. ' “
Tinciones de yodo:
a) Solucidn de yodo al 5%. Pésense las cantidades siguicntes:
Yoduro de potasio bg
Yodo bg
Disuélvase el yoduro de potasio en 50 ml de agua destilada, aiid-
danse los cristales de yodo y luego 50 ml de ctanol puro.
b) Solucién de yodo al 2.5% en alcohol. Disuélvanse 2.5 g de yodo
en 100 ml de etanol puro.
¢) Solucién de yodo y glicerol. Mézclense cantidades iguales de
solucién acuosa de yodo y glicerol al 59.

Solucion amortiguada de fosfato y sacarosa, 0.2 mol/litro (2FS).
Disuélvanse 68.46 g dc sacarosa en una pequefia cantidad de agua des-
tilada. Disuélvanse 2.088 g de fosfato de hidrégeno potasico anhidro
(KgHPO4) en 60 ml de agua destilada. Disuélvanse 1.088 g de fosfato
de dihidrégeno potasico anhidro (KH. PO,) en 40 ml de agua des-
tilada.

Disuélvase cada sustancia por separado y luego combinense las tres
soluciones y anadase agua destilada a 1 litro. Ajtstese a un pH de 7.0.
Distribayase en volimenes de 100 ml y esterilicense por autoclave a
la temperatura de 115°C durante 15 minutos. Almacénense a +4°C,
Esta solucién amortiguada se emplea como medio de transporte en el
caso de Chlamydia con las adiciones siguientes en forma aséptica:

Suero bovino fetal a una concentracién final de 39

Estreptomicina a una concentracién final de 50 ug/ml de medio

Vancomicina a una concentracién final de 100 ug/ml de medio

Nistatina, si se requiere, a una concentracién final de 25 Ul/ml de

medio
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Distribiyanse volimenes de 1.2 ml en ampolletas de plastico esterili-
zadas. Almacénense a —20°C.

Solucion de fosfato y sa-arosa, 0.4 mol/litro (4FS). Disuélvanse
136.92 g de sacarosa en 600 ml de agua destilada. Disuélvanse 2.268 g
de fosfato de hidrégeno sédico (Na,HPO,) en 200 ml de agua des-
tilada.

Combinense y anadase agua destilada a 1 litro. Ajastese a un pH de
7.0. Distribayase en volamenes de 100 ml y esterilicense mediante la
autoclave a la temperatura de 115°C durante 15 minutos. Almacé-
nense a +4°C. Esta solucion se emplea como un medio para almace-
namicnto cn el caso de Chlamydias.

Glicerol. Distribiyanse volimenes de 10 ml y sométanse a la auto-
clave a la temperatura de 115°C durante 15 minutos.

Equipo necesario
Matraces de cultivo tisular con una extensa drea de proliferacién (aproxi-
madamente 75 cm?)
Tubos de fondo plano (10-15 mm de didmetro interno) ,
Cubreobjetos (9-14 mm de didmetro) que se ajusten a los tubos anteriores
Cuentas de vidrio (2-3 mm de diametro)
ttemocitémetro
Meczcladora
Agitador magnético
Bomba al vacio y trampa
Pipetas
Bano de Maria
Refrigeradores (+4°C, —20°C, —60°C)
Incubadora (35°C)
Centrifugadora con rotor horizontal (de tipo de recipiente desplazable)
Desinfectante

Prepirense tubos de fondo plano esterilizados que contengan cubre-
objetos también esterilizados que hayan sido previamente lavados con
un detergente no téxico para los cultivos celulares y secados con
alcohol.

Método de cultivo celular

Preparacion de medios

a) Medio de proliferacion., Afiddanse en forma aséptica las sustan-
cias siguientes: ‘ o
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Medio esencial minimo (MEM) 96.5 ml

Suero bovino fetal inactivado 5,6 ml
Bicarbonato sédico (NaH CO03)5.6% peso/volumen 8.5 ml
Vitaminas ‘ 1.1ml
Glutamina . 1.1 ml
Estreptomicina (5 mg/ml) - 1.1ml
Vancomicina (1 mg/ml) 1.1ml

b) Medio de aislamiento. Afiidase a ese medio 1.1 ml de una solu-
cién que contenga 2,500 UI de nistatina/ml y 5.0 ml de solucién de
glucosa.

Pase de célula. Selecciénense matraces con monoestratos confluen-
tes. Sométanse a la accién de la tripsina y prepirese una suspensién
celular uniforme empleando una pipeta de Pasteur fina esterilizada,
Distribayase asépticamente en cada uno de los matraces nuevos 1 ml de
la suspensién celular y 10 ml de medio de proliferaciéon. Inctbense a
35°C. Cambiese el medio cada 48 horas.

Irradiacion de células. Los monoestratos estaran en condiciones de
ser irradiados en el plazo de 5 a 7 dias. Selecciénense los matraces con
los monoestratos més confluentes y procédase al transporte con las
células en la parte mas alta. Expénganse las células a 5,000 rads por
cualquier medio de irradiacién ionizante.

Después de la irradiacién, cimbiese el medio y coléquense de nuevo
en laincubadora a 35°Cdurante un periodo de 3 a 5 dias. Cambiese el
medio cada 48 horas.

Preparacion de tubos de fondo plano. Normalmente pueden prepa-
rarse hasta 200 tubos de cada matraz que contenga un monoestrato
confluente. La preparacién suele hacerse 72 horas antes de que los
tubos se necesiten para la inoculacién.

Selecciénese un matraz de células irradiadas, girese rapidamente y
pongase a escurrir. Quitese asépticamente el medio viejo, sométanse las
células a la accién de la tripsina pero volviéndolas a suspender en 10
.ml (en lugar de 8 ml) de medijo de proliferacién. Durante el periodo en
que las células se someten a la tripsina en la incubadora, séquense la
cimara de recuento y los cubreobjetos (almacenados en alcohol) y
preparense para el recuento. Péngase 0.8 ml de una solucién de eosina
al 0.15% en una ampolleta.

Después de suspender de nuevo las células, transfiéranse 0.2 ml de la
suspensién celular a una ampolleta que contenga 0.8 ml de solucién
de cosina al 0.15% (para obtener una dilucién de 1:5). Mézclese con
una pipeta de Pasteur fina y llénense ambos lados de una cimara de

26



recuento de Neubauer perfeccionada. Las células degeneradas que se
tifien con eosina no se cuentan.
Déjense transcurrir 2 minutos. Cuéntense las células en los cinco

cuadrados grandes de cada lado de la cdmara (es decir, los cuatro cua-
drados de las esquinas y el cuadrado central).

Calciilese el promedio de células en un cuadrado grande y multi-
pliquese esta cifra por los factores apropiados de dilucién y volumen
contados. Asi se obtiene el niimero de células en 1 ml de la suspensién
celular original.

Ejemplo de cdlculo:

Si el nimero de células en 10 cuadrados grandes es = 200

el promedio de células en un cuadrado grande es = 20
Cuando el volumen delimitado por un cuadrado o
grande es = 0.1 mm3

el promedio de célulasen 1 mm3 es =200

y el promedio de células en 1 cm? es = 200,000
Dejando un margen para el factor de dilucién (1:5)

el nimero de células en la suspensién originai es =1,000,000/m

Diliiyase la suspensién para que contenga 105 células por ml, esdecir,
100,000/ml. Hégase la dilucién final de la suspensién en un matraz
esterilizado y agitese durante unos minutos. Con una pipeta de 10 ml,
transfiérase asépticamente 1 m! de suspensién a cada tubo. Coléquense
los tubos en una gradilla de base plana.

Inoculacién de especimenes a células de McCoy irradiadas

Con una pipeta coléquense ¢ ml de medio de aislamiento en tubos
suficientes para cada uno de los especimenes que vayan a inocularse.

Seleccion de monoestratos para la inoculacién. Examinense los
monoestratos en los tubos de fondo plano con un microscopio invertido
(objetivode x5, ocular x8). Selecciénense monoestratos confluentes con
células sanas (de tamafic mediano, que no muestren signos de
degeneracion o hacinamiento). Coléquense de nuevo los tubos en la
incubadora hasta que se necesiten para la inoculacién.

Inoculacién de especimenes. Antes de la inoculacién, agitese la
muestra en una mezcladora durante 10-20 segundos. Extraigase el
medio de los tubos de cultivo tisular.

Empleando una pipeta de Pasteur esterilizada, transfiérase la
muestra a un tubo que contenga 2 m! de medio de aislamiento. Méz-
clese bien e inociilese una cantidad ‘,jual a cada uno de dos tubos de
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cultivo tisular. La cantidad de in6culo puede ser de 0.1 a 1.0 ml por
tubo—tal vez sea preferible la cantidad menor de inéculo para aumentar
la eficacia de la centrifugacién.

Centrifugacion e incubacion. Centrifaguese a 2,500 g durante 60
minutos. Si se dispone de una centrifugadora de alta velocidad con
control de la temperatura, centrifiiguese a 15,000 g durante una hora a
35°C para aumentar la infecciosidad. Para este propésito deben emplear-
se tubos de plastico apropiados. Los tubos de vidrio no ofrecen seguridad.

Incibense los tubos a 35°C durante 2 horas, Cambiese el medio en
los tubos inoculados, afiadiendo 2 ml de medio de aislamiento fresco a
cada tubo y luego inctbense de nuevo por cspacio de 60 a 70 horas.

Tincion de Giemsa. Sc tifie con Giemsa durante 1 hora el cubreob-
jetos de un tubo recogido unas 60 horas después de la inoculacién
(véase pégina 8). La tincién con una solucién de Giemsa al 10% ala
temperatura de 35°C puede mejorar la penetracién del colorante.

Examinese el cubreobjetos para determinar la presencia de cuerpos
de inclusién clamidiales con iluminacién €N campo oscuro o campo
claro a un aumento de 200x. Cuéntese el namero de inclusiones si es
necesario. También puede utilizarse yodo o AF para tefiir inclusiones
(véase lamina 3).

Si el primer tubo resulta negativo, tifiase el segundo con Giemsa y
examinese para la presencia de cuerpos de inclusién.

Pase. Si el primer tubo resulta positivo, tifiase el segundo para el
pase, afiadiendo 4 6 5 cuentas de vidrio por tubo. Agitelo con una
mezcladora y luego proceda de la misma manera que para la inocula-
cion de muestras (véanse los parrafos anteriores),

Almacenamiento de aislados. Prepirese material para pases y méz-
clense las suspensiones. Hagase el cultivo en agar sangre. Afiddase una
cantidad igual de 4FS a la mezcla, Agrégucse una gota de yema de
huevo fresco embrionado no infectado por cada mililitro de la suspen-
sién. Distribayase 0.5-1 ml en pPequeiias ampolletas. Almacénense a
—60°C o en nitrégeno liquido.

Aislamiento de Chlamydia en células de McCoy tratadas con IUDR

El tratamiento de IUDR (5-yodo-2-deosiuridina) puede emplearse
como sustituto de la irradiacién de células de McCoy para obtener
resultados similares en el aislamiento.

Se preparan en la forma descrita en las péginas 22-28 monostratos
de células de McCoy de un dfa en frascos cubreobjetos. S¢; afiade un
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medio que contenga 10-25 ug de IUDR por ml, y los cultivos se
incuban durante tres dias. Se retira el medio y se inocula el cultivo
celular con 0.1 ml de inéculo por frasco. Hay otros procedimientos de
centrifugacién y tincién similares a los antes descritos.

Aislamiento de Chlamydia en células HeLa 229 tratadas con
dextrana DEAE

Este método se basa en la seleccién de una estirpe celular sensible
(HeLa 229) y en la intensificacién de la infecciosidad mediante una
combinacién de tratamiento previo de capas monocelulares con dex-
trana dietilaminoetilica (DEAE) antes de la inoculacién y la centrifu-
gacién después de la inoculacién. Las células no se someten a irra-
diacién,

Reactivos, medios y frascos de cultivo celular

a) Solucion salina de Hanks equilibrada (SSE de Hanks). ,
b) Medio esencial minimo de Eagle (MEM) con suero de ternero

fetal al 109,
¢) Medio de sacarosa-fosfato-glutamato (SFG) para almacenar y
mantener los especimenes y los inéculos:

Sacarosa . 75g
Fésfato de dihidrégeno potasico (KHgPO,) 0.52g
Fosfato de hidrégeno sédico (NagHPOQ,) 1.22¢g
Acido glutamico 0.72¢g
Agua hasta 1 litro

Ajistese a un pH de 7.4-7.6.

d) Dextrana DEAE (Peso molecular 2 x 10%): se prepara una solu-
cién madre al 1% en agua destilada y esterilizada mediante la auto-
clave o por filtracién. Se prepara una solucién de trabajo (30 ug/ml)
en SSE de Hanks.

¢) Antibidticos: ecstreptomicina, vancomicina (o ristocetina) y
micostatina.

f) Tincién de May-Griinwald-Giemsa o tincién de Giemsa.

g) Frascos de cultivo celular: frascos de vidrio de fondo plano, dese-
chables, de 15 mm de diametro exterior, 45 mm de altura, con un
cubreobjetos de 12 mm de didmetro y con un tapén insertado, no
toxico.



Cul:z’izo celular

Las células HeLa 229 se mantienen en MEM con suero de ternero
fetal al 109 sin antibiéticos en un frasco de cultivo tisular; Los cul-
tivos celulares se separan dos veces por semana.

Procedimiento de aislamiento

1. Se coloca en un frasco de cultivo un mililitro de MEM de Eagle
que contenga 2 x 10° de células HeLa 229, y luego se incuba durante
24 horas para obtener una capa monocelular confluente.

2. Antes deinocular el espécimen, se extrae el medio y se aclara dos
veces la capa monocelular con 1 ml de SSE de Hanks que contenga 30
ug/ml de dextrana DEAE. Para extraer el liquido cuando se mani-
pula un gran namero de frascos se emplea un dispositivo de succién.

3. A continuacién, se inocula 0.1 ml del espécimen en cada uno de 4
frascos.

4. Los frascos se centrifugan a 900 g durante 60 minutos a la tempe-
ratura de 20°C.

5. Después de la centrifugacién, se retira el inéculo. Se afiade 1 ml
de medio que contenga estreptomicina (100 ug/ml), vancomicina (100
ug/ml) y micostatina (25 Ul/ml).

6. Los frascos se incuban a 35°C.

7. Después de una incubacién de 60 a 70 horas, uno de los frascos
inoculados se utiliza para detectar inclusiones con tincién de Giemsa o
mediante la técnica directa de anticuerpos fluorescentes. El cubre-
objetos tefiido se explora con una lente de bajo aumento (x 100). Las
inclusiones se confirman mediante el examen con lente de gran
aumento (x 400).

8. Las capas monocelulares de los 3 frascos restantes se recogen en
una pequefia cantidad de SFG (suficiente para inocular 4 frascos, v.g.,
0.6 ml) raspindolas con una pipeta de Pasteur y se procede a un pase
repitiendo el procedimiento antes descrito.

9. Si no se detectan inclusiones en dos pases, se termina el cultivo
celular. Si solo se tifie un cubreobjetos, se detectan alrededor de
60-70% de los positivos en el primer pase. Las posibilidades de detectar
inclusiones en el primer pase pueden aumentarse mediante la tincién
de 2 cubreobjetos.



occccdn del método de aislamiento

Los métodos de cultivo celular pueden ofrecer considerables venta-
jas en cuanto a rapidez y mayor sensibilidad.

La técnica de células de McCoy irradiadas se desarroll6 antes y
se ha venido utilizando ampliamente. El tratamiento con IURD de
las células de McCoy, recién introducido, no requiere instalaciones
para la irradiacién y es mas rapido. El empleo de células HeLa 229
tratadas con dextrana DEAE ofrece una opcién satisfactoria y posee
ventajas para la produccién de antigenos clamidiales para la serologia.
Ademis, las células HeLa 229 pueden tener una utilidad mas general
en los laboratorios de diagnéstico que las células de McCoy.

El método del saco vitelino para el aislamiento tiene la ventaja de su
simplicidad y, cuando esti garantizado un suministro de huevos
exentos de antibidticos, es el método mas prictico en ciertas zonas en
que el tracoma es endémico.
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‘Método de la miCro'-inniunoﬂuoréscencia (micro-IF)

Para la clasificacién serolégica de organismos C. trachomatis—com-
prendidos los agentes de conjuntivitis de inclusién tracomatosa
(Tr-CI) y linfogranuloma venéreo (LGV)—se emplea un método indi-
recto de anticuerpos fluorescentes. Los antigenos utilizados para la
prueba consisten en los organismos propagados en el saco vitelino de
embriones de pollo fecundos, y los anticuerpos especificos de estos
antigenos se preparan en ratones.

Para el anilisis antigénico completo se ensaya cada uno de los
aislados que van a clasificarse en una titulacién cruzada bilateral
completa en comparacién con una titulacién de su propio antisuero y
los antisueros de todos los serotipos conocidos de C. trachomatis, los
que a su vez se titulan en compar~cién con sus antisueros homaélogos,
incluido el antisuero del aislado que se esta clasificando.

En la mayoria de los casos, basta con practicar una prueba simpli-
ficada unilateral, en la que solo se emplea antisuero de ratén
preparado contra el aislado no tipificado y antigenos patrén especifi-
cos de tipo. Esta prueba evita la necesidad de elaborar antigeno de saco
viteiino para la preparacién de antisuero para cada aislado.

Adernds de la serotipificacién de aislados de C. trachomatis descono-
cidos, se pueden medir anticuerpos especificos de tipo en sueros
humanos y en l4grimas, utilizando la prueba de micro-IF (véase pagina

37).

Antigenos

Los antigenos para uso en la prueba se preparan con sacos vitelinos
muy infectados, de preferencia recogidos antes de la muerte del
embrién. Se elige un solo saco vitelino que posea abundantes cuerpos
elementales. Se muele totalmente en un mortero y se prepara una
suspensién de saco vitelino crudo al 2-3% en solucién salina amorti-
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guada de fosfato de 0.01 ml/litro pH de 7.0. Mediante una centrifu-
gacién ligera (500 g durante 10 minutos) se eliminan los restos y
la grasa, y la suspensién se distribuye en partes alicuotas de 0.2 ml y se
mantiene congelada a —60°C,

Antisueros

El tipo inmunolégico de un aislado se determina mediante el ensayo
del antisuero de ratones inmunizados con ese aislado. Se inmunizan
ratones adultos, de 4 6 5 semanas, mediante la inyeccién intravenosa
de 0.5 m! de una suspensién al 1% de saco vitelino sumamente infec-
tado o una suspensién de material de cultivo celular infectado (véase
método de cultivo de células HeLa 229, pagina 29). Transcurridos siete’
dias se administra una inyeccién de refuerzo, y tres dias después se
desangra a los ratones. Se ha observado que el antisuero obtenido a los
cuatro dias de la administracién de una sola inyeccién intravenosa
muestra un titulo de anticuerpos satisfactorio para la inmunotipifica-
cién si se emplea una masa antigénica suficiente para la inmuniza-
cién. La inyeccién intravenos: de una suspensién de células de McCoy
irradiadas infectadas puede causar la muerte aguda del ratén. Los
antisueros preparados mediante la inmunizacién con organismos
proliferados en saco vitelino se absorben con un volumen igual de sus-
pensién normal de saco vitelino al 40% antes del ensayo. La mezcla se
incuba a 37°C durante una hora, se refrigera a 4°C durante toda la
noche y sc mantiene congelada a —20°C, salvo que se ensaye inme-
diatamente.

Conjugado AF

Se utiliza globulina de cabra anti-ratén conjugada con isotiocianato
de fluoresceina y, como contratincién, albéimina bovina conjugada
con rodamina. Se determinan las diluciones apropiadas de estos
productos (generalmente se emplean las de 1:80 a 1:160 de conjugado
con fluoresceina, y se afiade albimina bovina corjugada con
rodamina sin diluir, a razén de 1 parte:15 partes de conjugado). Para
preparar una solucién de trabajo de conjugados - mezclan las
diluciones de ambos conjugados, se distribuyen en pequeifias cantida-
des y se mantienen a la temperatura de —20°C.
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Procedimiento de ensayo

Para colocar los antigenos en las 1aminas del microscopio se utilizan
plumas de inmersién. Debajo de una lamina limpia, se coloca una
especie de patrén previamente marcado para que sirva de gufa a la
colocacion del antigeno. Las laminas limpias son indispensables para
practicar eficazmente la prueba. En el patron hay un drea central,
de unos 22 x 16 mm, con nueve puntos dispuestos en $ x 3. Los
antigenos de ensayo que han estado almacenados a la temperatura de
—960°C se descongelan y se agitan con una mezcladora de remolino
para garantizar una suspensién homogénea, El primer antigeno se
coloca con una pluina sobre cada uno de los 9 puntos, antes de retirar
la lamina del patrén. Estos puntos estan representados por el punto
“A" en cada una de las nueve posiciones mostradas en la fig. 16. Luego
se colocan otros puntos de antigeno de diferentes inmunotipos en
orden de sucesién, en hileras paralelas separadas por una distancia
aproximada de 1 mm, utilizando como guia los primeros puntos de
antigeno (puntos B, C, D, E, etc., en cada una de las nuecve posiciones
que muestra la fig. 16). Si es necesario, pueden colocarse hasta 16
puntos distintos de antigeno dispuestos en 4 x 4 para cada grupo. Para
cada antigeno se empleara una pluma lirnpia. De esta manera, se
forman nueve grupos de puntos de antigeno en ura lamina, cada uno
de los cuales tiene el mismo orden de sucesién de los antigenos.

Después de cierta practica, pueden prepararse numer-sas laminas
con relativa facilidad. Las laminas se secan al aire durante 30 minutos
como minimo (es importante que todos los puntos de antigeno estén
totalmente secos) y fijados en acetona durante 10-15 minutos a la
temperatura ambiente,

Se preparan diluciones dobles (utilizando 0.1 ml) y se aplican a las
laminas con un asa bacteriolégica. El contenido de un asa de la dilu-
cién mas elevada de suero se extiende sobre el grupo de antigenos en la
posicion inferior derecha en la lamina (posicién No. 9). El asa se seca
con una toalla de papel absorbente, y la dilucién menos elevada que
sigue se extiende sobre ¢l grupo (No. 8) a la izquierda del No. 9.
Continiia la aplicacién en serie a las posiciones numeradas inferiores,
No. 7 alaizquierda del No. 8, No. 6 encima del No. 7, No. 5 a la dere-
chadel No. 6, No. 4 a la derecha del No. 5, No. 3 encima del No. 4, y
asi sucesivamente. Las ldminas se colocan en una cimara de humedad
yseincuban a 37°C durante 30 minutos. Después de la incubacién, se
enjuagan suavemente con solucién amortiguada de fosfato para quitar
cl sueroy se lavan durante 10 minutos cambiando dos veces la solucién
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amortiguada de fosfato en un vaso de lavado con un agitador magné-
tico. Después se secan al aire, dejandolas apoyadads sobre uno de los
extremos, a la temperatura ambiente. Con un asa bacteriolégica se
aplica a las ldminas el conjugado de trabajo. Se incuban a 37°C
durante 30 minutos y sc repite en la forma descrita el proceso de
enjuague, lavado y secado al aire. Sokre la limina se prepara un
cubreobjetos con liquido de preparacion AF. Por lo comiin, las
liminas se interpretan inmediatamente, pero también pueden conser-
varse cn el refrigerador durante unos cuantos dias sin que pierdan la
fluorescencia.

Las liminas se examinan con un microscopio de fluorescencia. Es
indispensable utilizar filtros apropiados. En las publicaciones perti-
nentes figuran los detalles a este respecto.
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Fig. 16. Prueba de la micro-IF: ejemplo de la colocacién de 8 antfgenos por
agrupamiento (tamafio real). La ampliacién mostrada en la parte inferior indica
el orden de sucesién de los antfgenos en el agrupamiento.
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La dilucién sérica mas elevada resultante en una fluorescencia bien
definida de los cuerpos elementales se considera el titulo del suero de
ese antigeno determinado. Solo se considera positiva la fluorescencia
de los cuerpos elementales descritos distribuidos equitativamente.

En la actualidad son 14 los serotipos identificados: 11 Tr-CI (A, B,
Ba, C,D,E, F, G H,I1yK)y3 LGV (L,, Lo, L),

Los serotipos A, B, Ba y C han sido hasta la fecha los relacionados
normalmente con el tracoma en zonas endémicas. En el Centro
Colaborador de la OMS de Referencia e Investigaciones sobre el Tra-
coma y Otras Infecciones Clamidiales, San Francisco, pueden obte-
nerse cepas prototipo de cada uno de los tipos.
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METODOS SEROLOGICOS PARA EL DIAGNOSTICO
DE LABORATORIO DEL TRACOMA

Fijacién del complemento

El método de fijacién del complemento (FC) mide los anticuerpos
especificos de grupo y no es especifico respecto a la infeccién por el
agente Tr-CI. Para el diagnéstico de estas infecciones resulta
insensible. Aunque puede ocurrir que sea la Gnica prueba disponible
en ciertos laboratorios, no se recomienda su empleo.

La técnica puede ser atil para demostrar la presencia de antigenos
de grupos clamidiales en material de saco vitelino para confirmar el
aislamiento.

Prueba de la micro-inmunofluorescencia (mizro-IF)

Este método, recientemente descrito, es mucho mis sensible que la
prueba FC y mide los anticuerpos anticlamidiales especificos de tipo.

Se colocan diluciones seriadas dobles o cuadruples de suero o lagri-
mas en las microplacas de antigenos de serotipo C. trachomatis, como
en la prueba de tipificacién por micro-inmunofluorescencia. En
lugar de la globulina de cabra anti-ratén empleada en la prueba de tipifi-
cacién por micro-IF se emplea inmunoglobuiina de cabra antihumana,
marcada con isotiocianato de fluoresceina. Las laminas se elaboran de
manera si~iilar a la descrita para la prueba de tipificacién salvo que la
contracoloracién se afiade inmediatamente antes de su uso. Deben
incluirse testigos de sueros positivos y negativos. Un titulo de 1:8 o
mayor se considera positivo respecto a los anticuerpos séricos. Se
calcula que los productos sin diluir de la levigacién de tiras con
material lacrimal es de una dilucién de 1:12 de lagrimas. Una
reaccién positiva de esos productos de levigacién sin diluir se considera
significativa. Como en cualquier prueba scrolégica, un solo suero
positivo no indica el momento en que se contrajo la infeccién.
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La especificidad de tipo de las reacciones de ligrimas o sueros
puede mejorarse mediante la absorcién con una variedad apropiada de
antigenos.
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