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PREFACIO 

Los recientesprogresosen el diagndsticode laboratoriodel tracomapermiten confir­
marel diagndstizoclinico en un considerablendmero de casosy demostrarlapresencia 
del agente aun en ausencia de signos clinicos manifiestos de enfermedad activa. Una 
aplicacidn mds extensa de estos mitodos introducirta un elemento objetivo y cuan­
tificable en el diagndsticoy los estudios epidemioldgicos. Sin embargo, parapoder 
compararlos resultados es indispensablecierta uniformidadde mitodos. Teniendo en 
cuenta este requisitoy la conveniencia de compartiralgunas de las experienciasadqui­
ridas td1timamente en ciertos laboratorios,se celebrd en Londres, en julio de 1974, 
un Simposio de la OMS sobre el Diagndstico de Laboratoriodel Tracoma, patroci­
nado conjuntamentepor la OrganizacidnMundial de la Saludy el Instituto de Offal­
mologia de la Universidad de Londres. 

Asistieron al simposio cientzficos de laboratorioque poseen considerableexperiencia 
en este determinado campo y que han desempefiado un papel clave en el desarrollo de 
algunas de las tMcnicas. Adcmds, cientficos de laboratoriossituados en palses donde 
el tracoma sigue constituyendo un problema importante de saludpdblicaparticiparon 
activamente en el simposio, que consisti4 en debatesy demostracionesde laboratorio. 

Se acordd en el simposio que se prepararaydistribuyera un documento en el que se 
desribieran las tcnicas que han de utilizarsepara el diagndstico del tracoma. Esta 
guia expone un sistema de procedimientosparaser usados especialmenteen el diagnds­
tico del tracoma en los paises donde prevy 1ece la enfermedady donde las instalaciones 
de laboratorio pueden ser limitadas. Se considera conveniente que el personal de 
laboratoriodedicado a esta clase de actividadsiga estos mitodos lo mds estrictamente 
posible; sin embargo, sus trabajos no tienen que limitarse a las actividades que se 
presentan en esta gua. 

Las tcnicas descritas,eflejan el consenso de los participantesen el simposio. Se 
espera que esta guia contribuyaal desarrollode actividadescuyo objetivofinalconsista 
en controlarel tracoma como problema de saludpdblica. 



INTRODUCCION 

Para el diagn6stico del tracoma, tanto en casos individuales como en 
estudios epidemiol6gicos de la enfermedad y su control, pueden 
emplearse diversos mtodos de laboratorio. La selecci6n del mtodo se 
basard en varios factores, tales como la sensibilidad, confiabilidad, 
costo y disponibilidad de la prueba de que se trate, la capacidad de los 
laboratorios individuales para aplicar las tdcnicas, asi como las posibi­
lidades del m6todo para abarcar el nfimero requerido de muestras. 

En el caso de investigaciones que necesitan informaci6n sobre la 
prevalencia de la infecci6n, es indispensable un m6todo u otro de 
dernostrar la presencia del agente mediante la localizaci6n de inclusio­
nes o el aislamiento. Esta informaci6n tambi6n puede ser til para deter-. 
minar el efecto de laz medidas de control. 

En los estudios sobre el terreno en que la prestaci6n de un servicio 
en gran escala digno de confianza constituya un requisito principal y 
la sensibilidad no sea una consideraci6n de primer orden, los m6todos 
de demostraci6n de inclusiones en productos de raspado pueden resul­
tar particularmcnte valiosos, si se dispone de microscopistas bien 
capacitados. La t6cnica de tinci6n de Giemsa ej el m6todo normal de 
demostraci6n de inclusiones clamidiales. Ofrece indicaciones me­
diante la demostraci6n de la modalidad citol6gica de la reacci6n 
inflamatoria. Resulta tambi6n fitil para demostrar la presencia o 
ausencia de bacterias y para obtener preparaciones permanentes que 
pueden enviarse a otros laboratorios. Es el m6todo mds fdcilmente 
disponible y m~is confiable. Sin embargo, exige rmucho tiempo y 
resulta fatigoso. Los m6todos de tinci6n de anticuerpos fluorescentes 
(AF) son mris complicados y costosos. Aunque necesitan un tiempo de 
tinci6n nrs prolongado, la microscopia es menos fatigosa y mis rdpida 
que con la tinci6n de Giemsa. Pero el empleo satisfactorio de los m6­
todos AF depende de la viabilidad de mantener condiciones 
apropiadas para el almacenamiento y transporte de muestras del 
campo al laboratorio. La tinci6n de yodo posee la ventaja de su rapi­
dez y simplicidad pero es el m6iodo menos sensible. 

En los estudios sobre el tei reno en los que es conveniente una ele­
vada sensibilidad, para trabajos en pequefia o en gran escala, el aisla­
miento en cultivo celular posee importantes ventajas; aunque requiere 
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instalaciones mis complejas que la localizaci6n de inclusiones en frotisconjuntivales, constituye el m6todo mis ripido y sensible. Adema's,produce aislados para ia serotipificaci6n y el estudio de otras caracte­risticas biol6gicas. Como en el caso de la tinci6n AF en productos deraspado, su aplicaci6n satisfactoria depende del mantenimiento decondiciones apropiadas de almacenamiento y de transporte de muestras
del campo al laboratorio.

El aislamiento en saco vitelino de huevos de gallina embrionadosresulta mis engorroso, requiere mis tiempo y posee menos sensibili­dad, pero puede ocurrir que sea el inico m6todo disponible en ciertoslaboratorios. Ahora bien, puede ser conveniente cuando se realizantrabajos en pequefia escala para obtener un nflmero limitado de
aislados.
 

La medici6n 
 de anticuerpos tipo-especfficos en a prueba de micro­inmunofluorescencia (micro-IF) aplicada 
mas 

al suero o a las ligri­ofrece el misfndice sensible de exposici6n a ]a infecci6n tra­comatosa. Por ]a simplicidad y disponibilidad de especimenes seriadosd" l5grimas en muchos lugares en que es dificil obtener suero, la apli­cici6n de la prueba micro-IF a las 1igrimas resulta un m6todo conve­niente. Sin embargo, hay que tener presente que los anticuerposs6ricos pueden persistir despuds de la infecci6n activa, mientras que lapresencia de anticuerpos en las higrimas parece relacionarse mis estre­chamente con ]a enfermedad activa.
La prueba micro-IF detectarAi anticuerpos suscitados por la infec­ci6n con serotipos de los agentes de tracoma-conjuntivitis de inclu­siones (Tr-CI) y linfogranulorna ven6reo (LGV) comfnmente asocia­dos a las afecciones clamidiales oculogenitales de origen ven6reo. Paraaclarar estas reacciones de anticuerpos se requiere incluir toda lagama de serotipos de Chlamydia trachomatisen la prueba micro-IF.Hay que advertir que la utilidad de estas pruebas cuando se trata de
otras regiones anat6micas, en particular las vias genitales, puede dife­rir considerablemente 
de la que se observa en especimenes oculares.Los frotis tienen mucha menos utilidad para detectar las infeccionesclamidiales de los 6rganos genitales; el m6todo preferido es el aisla­miento en cultivo celular. Los laboratorios que traten de emprendertrabajos referentes a las infecciones por Chlamydia de las vias geni­tales deberdn consultar las publicaciones m6dicas de actualidad paraelegir los procedimientos mds convenientes para sus prop6sitos. Alfinal de cada secci6ai figuran unas cuantas referencias seleccionadas. 
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OBTENCION Y TRANSPORTE DE MUESTRAS 

Es importante para lograr los mejores resultados dedicar la debida 
atenci6n a los procedimientos meticulosos de obtenci6n, manipulaci6n 
y almacenamiento de muestras. Estos procedimientos variarfin de 
acuerdo con el prop6sito de la obtenci6n de muestras, pero se requierf­
considerable uniformidad para garantizar la reproducibilidad de los 
resultados. Debe procederse a la obtenci6n de muestras para la 
demostraci6n del agente antes de administrar el tratamiento. 

Muestras conjuntivales para la detecci6n de inclusiones en frotis 

El empleo de anest~sicos t6picos antes de la obtenci6n de muestras es 
opcional y dependerd, hasta cierto punto, del prop6sito de la obten­
ci6n y de los factores locales. 

Conviene utilizar una espdtula de Lindner o de Kimura. Tambi~n 
pueden confeccionarse econ6micamente espitulas similares de metal,
hechas con varilla de soldadura de aluminio. Se recomienda el empleo
de instrumentos con un borde liso y fino, pero no aflado. Los instrumcn­
tos deben esterilizarse a la llama o frotlndolos con etanol al 70% y secin­
dolos debidamente antes de cada raspado. Al utilizarlos deberfin 
mantenerse siempre limpios, frios y secos. De manera sistemftica, los 
productos de raspado deberfn obtenerse de la conjuntiva tarsal 
superior, mediante trazos firmes a trav6s 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 
cdlula y que proporcionara para el examen por lo menos de 500 a 1,000 
clulas epiteliales. 

Puede obtenerse para la tinci6n 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 t6rmino de unas pocas horas despu6s de su obtenci6n. 

La fijaci6n para ]a tinci6n de Giemsa se efectfia con metanol puro,
fresco y limpio, durante cinco minutos como minimo. 



La fijaci6n para los mtodos de tinci6n de anticuerpos fluorescentes 
se Ileva a cabo con acetona anhidra, limpia y fresca, a + 41C (tempera­
tura de bafio de hielo) durante 5-10 minutos. 

Los frotis fijados con acetona para la tinci6n AF deben almacenarse 
lo mis pronco posible a ]a temperatura de -20 0C o inferior. Tal vez 
sea inevitable el transporte, en breves periodos, del campo al laborato­
rio utilizando para las muestras un recipiente herm~tico con hielo 
hfimedo, pero no debe exceder de uno o dos dias. Hay que evitar la 
congelaci6n y descongelaci6n 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 mtodos de cultivo de admitir una muestra 
mucho mayor que en el caso de los mtodos de localizaci6n de inclu­
siones, es importante escobillar Jo mis posible la conjuntiva de cada 
uno de los ojos, aumentando asi la tasa de recuperaci6n. Hay que
evitar el contacto de la escobilla con las pestafias o la superficie cutd­
nea del pdrpado. 

Para este prop6sito es preferible emplear un hisopo est~ril hecho de 
un material que no resulte t6xico para las clamidias o las c6lulas. Los 
hisopos est6riles de algod6n y alginato parecen apropiados. Los
hisopos de dacr6n pueden ser t6xicos y originar artefactos de tinci6n 
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 
iluminaci6n 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 p6rdida de infecciosidad durante la congelaci6n y des­
congelaci6n. 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 antibi6ticos (50-100
ug/ml de estreptomicina, 50-100 ug/ml de vancomicina, 30 ug/ml de 
framicetina). 

Tambi6n puede utilizarse en su lugar un caldo de nutriente o leche 
descremada con antibi6ticos para muestras que hayan de inocularse en 
huevos embrionados. 
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Las muestras deben mantenerse a la temperatura de + 40C si pueden
inocularse en cultivos celulares o huevos en el plazo aproximado de 24 
horas, de lo contrario se congelar'n en recipientes herm~ticos lo anes 
posible despu~s de la obtenci6n y se mantendrain a -60 0 C (nieve
carb6nica) o a -180'C (nitr6geno liquido) durante el transporte. 

Obtenci6n de muestras para la detecci6n de anticuerpos 

Suero 

Se puede extraer sangre por venopunci6n, separando el suero antes
de que se produzca la hemolisis. El suero debe ser transportado en 
hielo hiimedo o congelado si median mfs de unos pocos dias. Tambi~n 
puede recogerse sangre capilar en papel de filtro o esponjas semejantes 
a las que se emplean para obtener muestras de lIgrimas (v~ase a con­
tinuaci6n). 

LAgrimas (secreciones oculares) 

Las lIgrimas 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 secreci6n lacrimal excesiva debida a la 
irritaci6n. A continuaci6n, las tiras de papel se colocan en un frasco 
apropiado que contenga 0.2 ml de soluci6n salina amortiguada de 
fosfato y se transportan de la misma manera que el suero. 

Pueden utilizarse igualmente esponjas de celulosa (de I x 1 x 7 mm, 
aproximadamen te). 
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DETECCION DE INCLUSIONES EN 

FROTIS CONJUNTIVALES 

Tinci6n de Giemsa 

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

Para utilizar la tinci6n, se preparardn diluciones con agua 
destilada neutra (coloraci6n naranja con rojo neutro o pfirpura con 
hematoxilina) o, de preferencia, con agua estabilizada, lo que puede 
hacerse de la manera siguiente: 

a) Prepirese una soluci6n de 0.067 mol/litro de fosfato de hidr6­
geno dis6dico (Na,,HPO.) utilizando 9.5 gde sal anhidra en 1 litro de 
agua destilada. 

b) Prepgrese una soluci6n de 0.067 mol/litro de fosfato de dihidr6­
geno s6dico (NaH 2 PO,I) disolviendo 9.2 g de la sal en 1 litro de agua 
destilada. 

Para obtener agua estabilizada de un pH de 7.2, m~zclense 72 ml de 
la preparaci6n a) con 28 ml de la b) y 900 ml de agua destilada. 

Tambi~n 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 bisicos) siempre que se 
mantenga constante para reducir al mfnimo la variaci6n del color en las 
preparaciones tefiidas. 

La tinci6n de Giemsa se prepara disolviendo 0.5 g del colorante en 
polvo en 33 ml de glicerol a la temperatura de 55-60 0 C durante una 
hora y media o dos. A esta mezcla se le afiadir~in 33 ml de metanol 
puro, exento de acetona. Se mezclard bien la soluci6n, dejgndola 
sedimentar, y luego se guardarAi a la temperatura ambiente como 
soluci6n madre. Las diluciones de esta soluci6n madre se preparan con 
agua destilada neutra o agua esterilizada, a raz6n de una parte de 
soluci6n de Giemsa madre por 40 6 50 partes de diluyente. 
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LAMINAS EN COLOR a 

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

LAMINA 1 

Fig. 1. Una inclusi6n de cuerpos elementales en una clula epitelial
conjuntival (abajo a la derecha). En ia parte superior a la izquierda se 
encuentra un macr6fago (cdlula de Leber) con numerosas masas purpaireas 
oscuras, probablemente nfacleos de leucocitos polimorfonucleares en el 
citoplasma mal definido. 

Fig. 2 Una c~lula con tres inclusiones de cuerpos iniciales. Las particulas
individuales estin tan aglomeradas que no distinguen.se Los cuerpos
iniciales son individualmente mAs pequefios que la mayor parte de las bacte­
rias que comfnmente se encuentran en el ojo. 

Fig. 3. C61ula cpitelial con inclusiones mfltiples. Encima y a la izquierda
del nfcleo sc ve una inclusi6n de cuerpos elementales con particulas rojas y
purplreas que parecen deformar el nfjcleo. Contigua al nficleo y a su derecha 
se extiende una inclusi6n densa de cuerpos elementales probablemente menos 
maduros. Tambidn estfn presentes en el citoplasma varias inclusiones peque­
hais de cuerpos iniciales, asi como particulas de cuerpos elementales indivi.
 
duales.
 

Fig. 4. Los grfnulos de melanina en ia clula forman un "casquete" sobre el
nficleo, lo que sugiere una inclusi6n clamidial. La melanina puede distin­
guirse por su color verdinegro en frotis tei'idos con Giemsa y por ]a presencia
de grfinulos individuales esparcidos por el citoplasma de muchas c~lulas con­
tiguas. 

Fig. 5. Formaci6n por la melanina de una "seudoinclusi6n" muy compacta 
sobre el nficleo de una c~lula epitelial. 

Fig. 6. Extrusiones nucleares en el citoplasma de c~lulas epiteliales. Estas 
extrusiones suelen estar adheridas al nficleo y tienen su mismo color y con­
sistencia. 

BLas 1hminas en color se han reproducido con autorizaci6n del editor del BritishJournalof 
Ophthalmology y los autores de I: trabajor siguientes: Liminas I y 2. C. Yoneda et al. BritjOphthalmol 59:117 (1975). imina 3. S. Darougar et al BritJ Ophthalmol 55:591 (1971). 
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LAMINA 2 

Fig. 7. Grfinulos en c~lulas caliciformes (productoras de mucina). Las pard­
culas son de un color rojo rosado y raramente se distinguen tan claramente 
como los cuerpos elementales clamidiales. Los grfinulos pueden ocupar
distintas cantidades del citoplasma. 

Fig. 8. Leucocitos polimorfonucleares eosin6filos y grinulos eosin6filos 
libres. Por su color rojo y presencia en leucocitos se distinguen claramente de 
los cuerpos elementales o inclusiones. 

Fig. 9. Se supone que los bastoncillos delgados, ligeramente curvos en la su­
perficie de una c~lula epitelial son Haemophilusaegyptius (o bacilo de Koch-
Weeks). Las formas de tipo H. aegyptius y las bacterias de tipo H. influenzae 
(cocobacilos) se tifien de azul pdlido a diferencia del azul oscuro dz las deris 
bacterias oculares. 

Fig. 10. Diplococos en una c~lula 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 infecci6n conjuntival por Neisseria gono. 
rrhoeaedemostrada por cultivo. 

LAMINA 3 

Fig. 13. Cuerpo de inclusi6n en c~lula de McCoy irradiada, 60 horas, tinci6n 
de Giemsa, 1280 x, iluminaci6n en campo oscuro. Los cuerpos elementales 
aparecen como particulas fluorescerites de color dorado intenso dentro del 
cuerpo de inclusi6n. 

Fig. 14. Cuerpo de inclusi6n en ctlula de McCoy irradiada, 60 horas, tinci6n 
de Giemsa, 1280 x, iluminaci6n en campo claro (el mismo campo que en la
Fig. 13). El contraste entre los cuerpos elementales en los cuerpos de inclusi6n 
y otro material en el monoestrato es mucho menos pronunciado que con la 
iluminaci6n en campo oscuro. 

Fig. 15. Cuerpos de inclusi6n en c~lulas de McCoy irradiadas, 48 horas,
tinci6n de yodo, 1920 x. Los cuerpos de inclusi6n estfin tefiidos de marr6n 
oscuro y contrastan bien con el amarillo claro del fondo. 

, 13, 



Otra opci6n es el empleo de una preparaci6n local de tinci6n de
Giemsa, siempre que se haya comprobado que el lote es satisfactorio. 

El frotis se cubre durante una hora con tinci6n de Giemsa diluida,
preparada de nuevo todos los dias. La limina se enjuaga rdpidamente 
en etanol al 95% para eliminar el exceso de colorante, luego se seca y
se examina para determinar la presencia de cuerpos de inclusi6n 
intracitoplismicos bas6filos tipicos. Con los monoestratos de cultivo
tisular tal vez sea preferible un periodo de tinci6n ms prolongado 
(1-1/2 horas).

Bajo una lente de gran aumento de inmersi6n en aceite se ven inclu­
siones clamidiales en c6lulas epiteliales, en forma de masas introcito­
plrsmicas bien definidas que consisten en particulas que varian desde
las de pequeio tamafio (alrededor de 300 nm) y color rojo o purpfireo,
formadas por inclusiones de cuerpos elementales hasta las inclusiones
de cuerpos iniciales mayores (1 um) de color azul o pfirpura, con rela­
tivamente pocas particulas individuales. Con frecuencia estos dos 
tipos de particulas aparecen en la misma inclusi6n. 

Seudoinclusiones y bacterias 

A continuaci6n se enumeran varias estructuras que pueden 
parecerse a las inclusiones tracomatosas y dar origen a errores en la 
interpretaci6n de frotis: 

a) Los grdnulos de pigmnento (melanina)son negros o negriverdosos 
en los frotis tefiidos con Gicmsa. Las partfculas individuales suelen ser
de tamafio irregular pero pueden acercarse al tamafio de los cuerpos

elementales. Las aglomeraciones de grinulos de pigmento pueden formar
 
un "casquete" muy apelmazado sobre el n6cleo de la c6lula parecido
 
a una inclusi6n tracomatosa.
 

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

c) Las cdlulas caliciformes contienen grfnulos tanno bien 
definidos como los cuerpos elementales y de color mis claro. Estas c~lulas 
a menudo aparecen en racimos. 

d) Los grdnulos eosin6filos se derivan de leucocitos eosin6filos. Losgranulos individuales o en racimo en las superficies de celulas epite­
liales pueden asemejarse a las inclusiones, pero se distinguen por su 
color y por los grinulos leucocitos eosin6filos y grfnulos libres que los 
acompafian. 
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e) Las bacteriasque se observan comuinmente en los frotis conjuntivales
de zonas en que el tracoma es endenmico incluyen especies Haemo­
philus, estreptococos, neumococos, Neisseria, estafilococos y difte­
roides. En los frotis tehiidos con Giemsa pueden observarse Haemo­
philus, en forma de pequehos cocobacilos tefiidos de azul pflido en 
racimos (tipo de H. influenzae) o de bastoncillos delgados, ligera­
mente curvos (de tipo H. aegyptius). Cuando estin presentes en gran
nfimero 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 teijidas de azul intenso que son de tamahio 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 lfminas 1 y 2 se presentan ejemplos tipicos en el microscopio 
de preparaciones teiiidas con Giemsa. 

Tinci6n de yodo 

En productos de raspado que han sido secados al aire, fijados en 
metanol puro y tefiidos con yodo de Lugol o una soluci6n de yodo al 
5% en soluci6n de yoduro potdsico al 10% durante 3-5 minutos, la 
matriz de inclusiones tracomatosas puede aparecer en forma de masa de 
un color marr6n rojizo, identificable con una lente de bajo aumento,
mostrando comfinmente cierta granulosidad. Los frotis se examinan 
en preparaciones hhimedas. 

Tinci6n inmunofluorescente para la demostraci6n de cuerpos de 
inclusi6n en frotis conjuntivales 

Son aceptables los m6todos directo e indirecto. Este Ciltimo tal vez sea 
mis apropiado para laboratorios que est6n comenzando esos estudios, 
ya que los reactivos de tinci6n pueden adquirirse comercialmente. 

El m~todo directo necesita un tiempo de tinci6n mds corto pero
requiere grandes cantidades de suero anticlamidial esperifico
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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Ticnica Parael mitodo indirecto 

Se necesitan los siguientes reactivos especficos: 
Cultivos en capas monocelulares infectadas para que sirvan de 

testigo 
Productos de raspado conjuntival humano 
Antisuero de conejo anticlamidial especifico
Globulina comercial de cabra anti-conejo, marcada con fluores­

ceina 
El suero de referencia anticlamidial de conejo puede obtenerse en elCentro 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 mdis prictico, consiste en emplear un suero de ampliareactividad. 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 
inoculaci6n de material cultivado en saco vitelino. 

por 

Los frotis se secan al aire lo mis pronto posible, se fijan con 
acetona a la temperatura de 40C y se almacenan a -200C o - 600C 
antes de ]a tinci6n. Los frotis que van a tehiirse se ponen a la tempera­
tura ambiente y se secardin al aire sin calor. Luego se cubren con
antisuero de conejo y se incuban a la temperatura de 370 C durante 60minutos en pequehios recipientes cerrados, con una atm6sfera de
humedad para evitar que se sequen las preparaciones. 

A continuaci6n, los frotis lavanse dos veces con soluci6n 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 fluorescefna, y se incuban durante una
hora a la temperatura de 370C. Despu6s de lavarlos con la soluci6n salina
durante 15 minutos y secarlos, se preparan en glicerol al 90 % en soluci6n 
salina amortiguada de fosfato y se examinan mediante ]a microscopia
fluorescente en campo oscuro o de interferencia con filtros apropiados. 

Es preciso vigilar el antisuero para asegurarse de que se obtiene la
debida tinci6n con la diluci6n de trabajo con todos los serotipos del 
agente Tr-CI conocidos. La diluci6n 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 
clula epitelial, de preferencia contigua al nficleo. Las Areas gruesas 
del frotis son dificiles de interpretar, y se excluyen todas las c6lulas 
morfol6gicamente no identificables. Debe ignorarse la brillantez 
general o las masas fluorescentes libres. 

La mejor manera de conservar las lIminas tehidas es en la oscuridad 
a la temperatura de 4C o -20°C, y lo ideal seria examinarlas en el 
t~rmino de 24 a 48 horas. Se pueden permitir periodos mis prolonga­
dos de almacenamiento sin que disminuya de manera significativa la 
tinci6n siempre que se evite la exposici6n a la luz ultravioleta. 

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

Selecci6n del mtodo de tinci6n para la demostraci6n de inclusiones en 
productos de raspado conjuntival 

La tinci6n de Giemsa es el mtodo normal y es solo ligeramente menos 
sensible que el metodo de AF. Por eso es el que generalmente se reco­
mienda. 

La tinci6n de anticuerpos fluorescentes es mfis sensible que ]a
tinci6n 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 mds ripida y menos fatigosa que con la tinci6n de 
Giemsa. Por consiguiente, la tinci6n 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 tinci6n de yodo es la menos sensible pero constituye el mtodo 
mis econ6mico y rdpido de tinci6n de inclusiones. Y puede ser de 
utilidad en ciertos proyectos sobre el terreno en gran escala. 
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AISLAMIENTO DE CHLAMYDL4 

Hay dos m~todos comfinmente aceptados de aislamiento del agentl
del tracoma. El primero consiste en inocular el saco vitelino de huevo 
de gallina embrionados, y el establecido mis recientemente es el de 
empleo de cultivos tisulares. Con el m~todo del saco vitelino s4 
requiere un tiempo considerable, de una a seis semanas, para obtenei 
un aislado. El mtodo de cultivo tisular es relativamente rdpido: h 
tentativa de aislar el agente queda terminada en un plazo de tres z 
siete dias. Este m~todo es mdis sensible cuando lo aplican ciertos inves, 
tigadores, pero otros consideran que los dos m6todos poseen una sensibi­
lidad comparable. No obstante, los m~todos de cultivo tisular poseen
grandes ventajas en cuanto a rapidez y ademfs facilitan la manipula. 
ci6n de un considerable nfimero de muestras. 

Mdtodo del saco vitelino 

Es indispensable que los huevos fecundados procedan de ayes de 
corral alimentadas con una dieta exenta de antibi6ticos. Deben ele­
girse huevos limpios y evitar el lavado. 

Los especimenes clinicos se recogen en I ml de un medio apropiado 
con antibi6ticos. Las combinaciones apropiadas son de 1 a 5 mg de 
estreptomicina o de 0.1 a 0.5 mg de gentamicina por mililitro de medio 
de cultivo con la adici6n de 0.25-0.5 mg de vancomicina o neomicina 
por mililitro. Tambi~n pueden emplearse otros antibi6ticos, incluidas 
100 U! de nistatina por mililitro o 2 ug de anfotericina B por 
mililitro. 

La muestra se mantiene a la temperatura ambiente duranwe una 
hora antes de inocular 0.2-0.5 ml en los sacos vitelinos (SV) de 3 a 5 
huevos de gallina embrionados que habian sido incubados a 38.5-391C 
en humedad elevada durante un periodo de 6 a 8 dlas. Despu~s de ]a
inoculaci6n (v~ase mis adelante) los huevos se incuban a 351C y se 
examinan al trasluz diariamente hasta transcurridos los 20 dias subsi­
guientes a la primera incubaci6n. Los huevos que mueren en los tres 

19 



primeros dias despu~s de la inoculaci6n se desechan. Los sacos 
vitelinos de embriones que mueren despu6s, o sobreviven al final del 
periodo de incubaci6n, se recogen y se preparan frotis de impresi6n
delgada utilizando la menor cantidad posible de material de saco vite­
lino y luego se tifien (mdtodo de Gimrnez o el mdtodo modificado de 
Macchiavello, vdase m~is adelante). Las pruebas de esterilidad se
practican en saco vitelino con caldo de tioglicolato. Para los pases, los 
huevos se enfrian durante varias horas, y los sacos vitelinos se recogen, 
se homogeneizan en un medio apropiado y se pasan a otro grupo de 3 a 
5 huevos de gallina embrionados. Siempre que sea posible se pasard en
cada uno de los huevos un in6culo grande (I ml de SV/huevo al 50%).
Despuds de dos pases ciegos, cesan las tentativas por considerarse 
negativas. 

Los criterios ace;,t-ados de un modo general para el aislamiento posi­
tivo son los siguientes: detecci6n de cuerpos elementales en los frotis de
impresi6n, mortalidad de huevos transmisible en serie, ]a presencia de 
antigeno de grupo en el SV y la ausencia de bacterias contaminantes. 

Tdcnica de inoculaci6n del saco vitelino 

1. Examinense al trasluz los huevos y des6chense los que no poseen 
un embri6n vivo y un espacio de aire normalmente localizado en el 
extremo romo. 

2. Rotfilense los huevos con el nombre del paciente o el nfimero y la 
fecha de inoculaci6n. 

3. Col6quense los huevos en una gradilla y escobillense las cfiscaras

Cinicamente en el punto de inoculaci6n (la parte superior del extremo

romo) con una soluci6n de yodo al 5% en alcohol. Perf6rese ]a cfiscara 
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 perforaci6n a lo largo del eje del huevo hasta que la punta de la 
aguja llega al centro del huevo. Inocfilese el huevo y retirese la aguja
manteni6ndola en el mismo eje.

5. Escobillese ia cascara del huevo finicamente en el punto de
inoculaci6n con una soluci6n de yodo al 5% en alcohol y ci~rrese el
orificio con cualquier engrudo apropiado o cinta adhesiva. 

6. Col6quense nuevamente los huevos en la incubadora a la 
temperatura de 350C y a una hurnedad elevada. 
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Tinci6n de preparaciones de saco vitelino 

Los mdtodos de tinci6n de Macchiavello y de Gim~nez son los que
suelen emplearse para detectar cuerpos elementales en frotis de saco 
VitL.ino. En principio son m~todos similares pero el de Macchiavello 
exige una mayor atenci6n de los detalles. Puede utilizarse la tinci6n 
d- Giemsa para detectar cuerpos elementales en frotis de saco vitelino, 
pero no constituye el m~todo preferido porque requiere una experien­
cia considerable en diferenciar esos cuerpos del material de saco vite­
lino. 

Tinci6n modificada de Macchiavello 

Soluciones madre-

Fucsina bisica -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 

Despu6s de secarlo al aire, el frotis o la preparaci6n de impresi6n sl 
fija por calor. La soluci6n de fucsina bdisica se pasa primero por ur 
papel de filtro en un pequefio embudo y luego se vierte sobre el froti 
y, transcurridos 5 minutos, se enjuaga rdipidamente. La lImina se lavw 
primero con agua corriente y luego se sumerge durante unos segundos 
en la soluci6n de ficido citrico contenida en un vaso de Coplin. A con­
tinuaci6n se lava bien con agua corriente y se title con azul de meti­
leno al 1% durante 20 6 30 segundos, se lava otra vez con agua del 
grifo y se seca con papel absorbente. La soluci6n de dcido citrico debe 
ser fresca (de preferencia se preparardi todos los dias). La exposici6n al 
Acido citrico que exceda de unos pocos segundos decolorard los cuerpos
elementales y todos se tefiirfin de azul. En una limina debidamente 
preparada estos cuerpos aparecen tefiidos de rojo en un fondo azul. 

Modificaci6n de Giminez de la ticnica de Machiaoello 

Soluci6n madre: 

1. Fucsina de carbol 
Fucsina bfsica al 10% (peso/volumen) 
Fenol acuoso al 4% (peso/volumen) 

en etanol al 95% 100 mil 
250 ml 

Agua destilada 650 ml 
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2. Soluci6n amortiguada de fosfato s6dico de 0.1 mol/litro 
a un pH de 7.45 (m6zclense 3.5 ml de NaH 2PO 4 de 0.2 
mol/litro, 15.5 ml de Na 2 HPO 4 de 0.2 mol/litro y 19 
ml de agua destilada)

3. Oxalato de verde malaquita acuoso al 0.8% 

Para preparar una soluci6n de trabajo de fucsina de carbol, mez­
dense 4 ml de soluci6n madre con 10 ml de soluci6n amortiguada a! 
un pH de 7.45; filtrese inmediatamente y, de nuevo, antes de cadatinci6n. La soluci6n de trabajo se mantierie 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 soluci6n filtrada de fucsina bfisica de
carbol durante uno o dos minutos; despu~s de lavarlo bien aguacon 
corriente, se cubre con la soluci6n de verde malaquita durante 6-9
segundos y se vuelve a lavar tambi~n con agua corriente; por fitimo,
las liminas se secan con papel absorbente. Los cuerpos elementales 
quedan tefiidos de rojo en un fondo verdoso. 

M&odos de cultivo tisalar 

En la actualidad se han descrito tres m&odos de cultivo del agente
del tracoma. En todos ellos se emplea la centrifugaci6n del in6culo en 
capas monocelulares. 

Aislamiento de Chlamydia en c~lulas de McCoy irradiadas 

Medios y reactivos 

Medio esencial mfnimo (MEM). Con arreglo a las instrucciones,
prepfrese una soluci6n de trabajo de medio esencial minimo (MEM)
de Eagle, sin glutamina ni bicarbonato s6dico, con preparaciones en
 
polvo que puedan someterse a la autoclave, utilizando agua 
desioni­
zada o triplemente destilada.
 

Distribfiyanse 96.5 ml en 
cada frasco y som&anse a la autoclave a
 
una temperatura de l 2 lCdurante 15 minutos. Almac~nense 
a +41C. 

Suero bovinofetal. Inactivese al bahio de Maria a la temperatura de
56°C durante 30 minutos y distribfyase as~pticamente en volimenes 
de 5.5 ml. Almac nese a -20'C. 
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Vitaminas y glutamina. Las preparaciones requeridas pueden ad­
quirirse en el mercado en volfimenes de 100 ml (vitaminas, una
soluci6n 100 veces mayor que ]a concentraci6n requerida; glutamina, 
en forma de soluci6n de 200 mmol/litro). Afiidase una botella de
vitaminas a 2 botellas de glutamina en un frasco est~ril. M~zclese bien 
y distribfiyase asfpticamente en volfimenes de 2.3 ml. Almac~nese a 
-20 0 C. 

Antibiticos. Las concen'traciones finales deben ser: 

Estreptomicina 50 ug/ml de medio 
Vancomicina 100 ug/ml de medio 
Nistatina 25 U I/mi de medio 

Disuflvase cada uno de los antibi6ticos en agua destilada estril a 
una concentraci6n 100 veces mayor que la final requerida en el MEM. 
M~zclense voltimenes iguales de las soluciones de antibi6ticos en tin
frasco est~ril y distrib(tyanse asfpticamente en partes alicuotas de 2.3 
ml. Almac~nense a -20 0 C. 

Soluci6n de bicarbonatos6dico. Pdsense 56 g de bicarbonato s6dico 
(NaHCO 3 ) y disuflvanse en 1,000 ml de agua destilada. Esterilicense 
por filtraci6n y distribfiyanse en vol(imenes de 3.5 ml. Almac~nense a 
+4 0 C. 

Glucosa. Disu~lvanse 21.12 g de glucosa en 200 ml de MEM y e~teri­
lfcense. Distrib6yanse asepticamente en volmenes de 5 ml. Almacenense 
a -20'C. 

Tripsina. Prepdrense 2 litros de tripsina al 0.2% (1:250) en solu­
ci6n salina libre de calcio y magnesio de la manera siguiente: 

PMsense: 

Cloruro de sodio 16 g
Cloruro de potasio 0.8 g
Glucosa 2.0 g
Bicarbonato s6dico 1.68 g

Disu~lvanse en 1,000 ml de agua destilada. 
Col6quense 4.0 g de tripsina en un vaso de precipitados de 500 ml y

convifrtase la tripsina en una pasta con un poco de soluci6n salina.
Afiidase poco a poca mfis cantidad sin dejar de revolver hasta obtener 
unos 250 ml de una suspensi6n uniforme. Afiddase un imfin para
agitar y p6ngase en un agitador magnftico durante 30 minutos. 
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Activese poco a poco el agitador hasta que toda la suspensi6n se mezcle 
bien. Virtase esta soluci6n er un cilindro medidor de 1 litro y conti­
nfiese ahiadiendo soluci6n salina hasta Ilegar a la marca de I litro. Fil­
trese con un filtro est6ril y, si es necesario, prepdirese otro litro con 
agua destilada y m6zclese bien. Transfi6ranse volfimenes de 200 ml de 
la tripsina estdril a botellas esterilizadas. Distribfiyanse en partes 
alicuotas de 2 ml. Almacdnense a -20 0 C. 

Soluciones amortiguadoras.Soluci6n amortiguada de fosfato, pH 
de 6.8 y 7.2. 

Tinci6n de Gicmsa. (VWase pigina 8.) 
Eosina. Una soluci6n al 0.15% en soluci6n amortiguada de fosfato, 

pH de 7.0. 
Tinciones de yodo: 

a) Solucidn deyodo at 5%. Pesense las cantidades siguientes: 
Yoduro dIe potasio 5g 
Yodo 5g 

Disu61vase el yoduro de potasio en 50 ml de agua destilada, afid­
danse los cristales de yodo y luego 50 ml de etanol puro. 

b) Soluci6n de yodo al 2.5% en alcohol. Disu6lvanse 2.5 g de yodo 
en 100 ml de etanol puro. 

c) Solucidn de yodo y glicerol. M6zclense cantidades iguales de 
soluci6n acuosa de yodo y glicerol al 5%. 

Soluci6n aniortiguadade fosfato y sacarosa, 0.2 mol/litro (2FS). 
Disu61vanse 68.46 g de sacarosa en una pequefia cantidad de agua des­
tilada. Disu6lvanse 2.088 g de fosfato de hidr6geno potdsico anhidro 
(K 2 H PO 4 ) en 60 ml de agua destilada. Disu6lvanse 1.088 g de fosfato 
de dihidr6geno potasico anhidro (KH,,P0,I) en 40 ml de agua des­
tilada. 

Disu6lvase cada sustancia por separado y luego combinense las tres 
soluciones y afididase agua destilada a 1 litro. Ajfistese a un pH de 7.0. 
Distribiyase en volimenes de 100 ml y esterilicense por autoclave a 
ia temperatura de 115 0 C durante 15 minutos. Almac6nense a +4'C. 
Esta soluci6n amortiguada se emplea como medio de transporte en el 
caso de Chlamydia con las adiciones siguientcs en forma as6ptica: 

Suero bovino fetal a una concentraci6n final de 3% 
Estreptomicina a una concentraci6n final de 50 ug/mI de medio 
Vancomicina a una concentraci6n final de 100 ug/mI de medio 
Nistatina, si se requiere, a una concentraci6n final de 25 UI/mI de 

medio 
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Distribfiyanse volfimenes de 1.2 ml en ampolletas de plfistico esterili­
zadas. Almac~nense a -20'C. 

Soluci6n de fosfato y sa-arosa, 0.4 mol/litro (4FS). Disu~lvanse 
136.92 g de sacarosa en 600 ml de agua destilada. Disudlvanse 2.268 g 
de fosfato de hidr6geno s6dico (Na,,HPO.1 ) en 200 ml de agua des­
tilada. 

Combinense y afidase agua destilada a 1 litro. Ajfistese a un pH de 
7.0. Distribfiyase en volhimenes de 100 ml y esterilicense mediante la 
autoclave a la temperatura de 1151C durante 15 minutos. Almac6­
nense a +4°C. Esta soluci6n se emplea como un medio para almace­
namiento en el caso de Chlamydias. 

Glicerol. Distribfiyanse volfimenes de 10 ml y somtanse a la auto­
clave a la temperatura le 115 0 C durante 15 minutos. 

Equipo necesario 
Matraces de cultivo tisular con una extensa Area de proliferaci6n (aproxi­

madamente 75 cm2 ) 
Tubos de fondo piano (10-15 mm de digmetro interno) 
Cubreobjetos (9-14 mm de di~metro) que se ajusten a los tubos anteriores 
Cuentas dc vidrio (2-3 mm de di~metro)
 
II emoci t6inetro
 
Mezcl adora
 
Agitaclor magnftico
 
Bomba al vacio y trampa
 
Pi petas
 
Bafio de Maria
 
Refrigeradores ( +4 0 C, -20 0 C, -60 0 C)
 
Incubadora (350 C)
 
Centrifugadora con rotor horizontal (de tipo de recipiente desplazable) 
Desi nfectante 

Prepirense tubos de fondo plano esterilizados que contengan cubre­
objetos tambi6n esterilizados que hayan sido previamente lavados con 
un detergente no t6xico para los cultivos celulares y secados con 
alcohol. 

Mdtodo de cultivo celular 

Preparacid6nde medios 

a) Medio de proliferacid6n. Afifidanse en forma as~ptica las sustan­
cias siguientes: 
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Medio esencial minimo (MEM) 96.5 ml 
Suero bovino fetal inactivado 5.5 ml
Bicarbonato s6dico (NaHCO3 ) 5.6% peso/volumen 3.5 ml
Vitaminas 1.1 ml 
Glutamina 1.1 ml
Estreptomicina (5 mg/ml) 1.1 ml
Vancomicina (1 mg/ml) 1.1 ml 

b) Medio de aislamiento. Afigidase a ese medio 1.1 ml de una solu­
ci6n que contenga 2,500 UI de nistatina/ml y 5.0 ml de soluci6n de 
glucosa. 

Pase de cdlula. Selecci6nense matraces con monoestratos confluen­
tes. Som~tanse a la acci6n de la tripsina y prepdrese una suspensi6n
celular uniforme empleando una pipeta de Pasteur fina esterilizada. 
Distribfiyase as 6pticamente en cada uno de los matraces nuevos I ml de
ia suspensi6n celular y 10 ml de medio de proliferaci6n. Incfbense a 
35'C. CAmbiese el medio cada 48 horas. 

Jrradiaci6nde cdlulas. Los monoestratos estarin en condiciones de ser irradiados en el plazo de 5 a 7 dias. Selecci6nense los matraces con 
los monoestratos mis confluentes y proc6dase al transporte con las
c6lulas en la parte mis alta. Exp6nganse las c~lulas a 5,000 rads por
cualquier medio de irradiaci6n ionizante. 

Despu~s de la irradiaci6n, cfimbiese el medio y col6quense de nuevo en la incubadora a 35'C durante un periodo de 3 a 5 dias. Cimbiese el 
medio cada 48 horas. 

Preparaci6nde tu bos defondo plano. Normalmente pueden prepa­
rarse hasta 200 tubos de cada matraz que uncontenga monoestrato 
confluente. La preparaci6n suele hacerse 72 horas antes de que los 
tubos se necesiten para la inoculaci6n. 

Selecci6nese un matraz de c~lulas irradiadas, girese rfpidamente y
p6ngase a escurrir. Quitese as~pticamente el medio viejo, som~tanse las 
c~lulas a la acci6n de la tripsina pero volvindolas a suspender en 10ml (en lugar de 8 ml) de medio de proliferaci6n. Durante el periodo en 
que las clulas se someten a la tripsina en la incubadora, s~quense la
cdmara de recuento y los cubreobjetos (almacenados en alcohol) yprepfrense para el recuento. P6ngase 0.8 ml de una soluci6n de eosina 
al 0.15% en una ampolleta. 

Despu~s de suspender de nuevo las clulas, transfiranse 0.2 ml de ]a
suspensi6n celular unaa ampolleta que contenga ml0.8 de soluci6n 
de eosina al 0.15% (para obtener una diluci6n de 1:5). M~zclese con 
una pipeta de Pasteur fina y ll6nense ambos lados de una cfmara de 

26 



recuento de Neubauer perfeccionada. Las c~lulas degeneradas que se 
tifien con eosina no se cuentan. 

D~jense transcurrir 2 minutos. Cu~ntense las c~lulas en los cinco 
cuadrados grandes de cada lado de la cfimara (es decir, los cuatro cua­
drados de las esquinas y el cuadrado central). 

Calc~lese el promedio de c6lulas en un cuadrado grande y multi­
pliquese esta cifra por los factores apropiados de diluci6n y volumen 
contados. Asi se obtiene el nfimero de c~lulas en 1 ml de la suspensi6n 
celular original. 

Ejemplo de cdlculo: 

Si el n6mero de c~lulas en 10 cuadrados grandes es = 200 
el promedio de c~lulas en un cuadrado grande es = 20 

Cuando el volumen delimitado por un cuadrado 
grande es - 0.1 mm3 

el promedio de cflulas en 1mm 3 es = 200 
3y el promedio de cdlulas en 1 cm es = 200,000 

Dejando un margen para el factor de diluci6n (1:5)
el nfimero de clulas en la suspensi6n originai es = 1,000,000/m 

Dilfiyase la suspensi6n para que contenga 105 clulas por ml, es decir, 
100,000/ml. Higase la diluci6n final de la suspensi6n un matrazen 
esterilizado y agitese durante unos minutos. Con una pipeta de 10 ml, 
transfifrase asfpticamente I ml de suspensi6n a cada tubo. Col6quense 
los tubos en una gradilla de base plana. 

Inoculaci6n de especfmenes a cdlulas de McCoy irradiadas 

Con una pipeta col6quense 2 ml de medio de aislamiento en tubos 
suficientes para cada uno de los especimenes que vayan a inocularse. 

Selecci6n de monoestratos para la inoculaci6n. Examinense los 
monoestratos en los tubos de fondo piano con un microscopio invertido 
(objetivo de x5, ocular x8). Selecci6nense monoestratos confluentes con 
c6lulas sanas (de tamajio mediano, que no muestren signos de 
degeneraci6n o hacinamiento). Col6quense de nuevo los tubos en la 
incubadora hasta que se necesiten para la inoculaci6n. 

Inoculaci6n de e~pecimenes. Antes de la inoculaci6n, agitese la 
muestra en una mezcladora durante 10-20 segundos. Extrfigase el 
medio de los tubos de cultivo tisular. 

Empleando una pipeta de Pasteur esterilizada, transfigrase la 
muestra a un tubo que contenga 2 m! de medio de aislamiento. M~z­
clese bien e inocfilese una cantidad "duai 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 in6culo para aumentar 
la eficacia de la centrifugaci6n. 

Centrzfugaci6n e incubaci6n. Centriffiguese a 2,500 g durante 60
minutos. Si se dispone de una centrifugadora de alta velocidad con
control de la temperatura, centriffiguese a 15,000 g durante una hora a35°C para aumentar ]a infecciosidad. Para este prop6sito deben emplear­
se tubos de plfstico apropiados. Los tubos de vidrio no ofrecen seguridad.

Inctibense los tubos a 350 C durante 2 horas. Cmbiese el medio en
los tubos inoculados, afiadiendo 2 ml de medio de aislamiento fresco a
cada tubo y luego inctbense de nuevo por espacio de 60 a 70 horas. 

Tinci6n de Giensa. Se tifle con Giermsa durante I hora el cubreob­
jetos de un tubo recogido unas 60 horas despuds de la inoculaci6n
(v6ase pigina 8). La tinci6n con una soluci6n de Giemsa al 10% a la 
temperatura de 35"C puede mejorar ]a penetraci6n del colorante. 

Examinese el cubreobjetos para determinar la presencia de cuerpos
de inclusi6n clamidiales con iluminaci6n en campo oscuro o campo
claro a un aumento de 200x. Cu6ntese el ntlmero de inclusiones si es
necesario. Tambi6n puede utilizarse yodo o AF para teflir inclusiones 
(v6ase l5mina 3).

Si el primer tubo resulta negativo, tii'ase el segundo con Giemsa y
examinese para la presencia de cuerpos de inclusi6n. 

Pase. Si el primer tubo resulta positivo, tifiase el segundo para el pase, anadiendo 4 6 5 cuentas de vidrio por tubo. Agitelo con una
mezcladora y luego proceda de la misma manera que para la inocula­
ci6n de muestras (v6anse los pdirrafos anteriores). 

Almacenamiento de aislados. Prepfrese material para pases y mfz­
dense las suspensiones. H fgase el cultivo en agar sangre. Afiddase una
cantidad igual de 4FS ia mezcla.a Agr6guese una gota de yema de
huevo fresco embrionado no infectado por cada mililitro de la suspen­
si6n. Distribfiyase 0.5-1 ml en 
peque'as ampolletas. Almac~nense a 
-60'C o en nitr6geno liquido. 

Aislamiento de Chlamydiaen clulas de McCoy tratadas con IUDR 

El tratamiento de IUDR (5-yodo-2-deosiuridina) puede emplearse
como sustituto de ]a irradiaci6n de c~lulas de McCoy para obtener 
resultados similares en el aislamiento. 

Se preparan en la forma descrita en las pfginas 22-28 monostratos
de c6lulas 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 in6culo por frasco. Hay otros procedimientos de 
centrifugaci6n y tinci6n similares a los antes descritos. 

Aislamiento de Chlamydia en clulas HeLa 229 tratadas con
 
dextrana DEAE
 

Este m6todo se basa en la selecci6n de una estirpe celular sensible 
(HeLa 229) y en la intensificaci6n de la infecciosidad mediante una 
combinaci6n de tratamiento previo de capas monocelulares con dex­
trana dietijaminoetilica (DEAE) antes de la inoculaci6n y la centrifu­
gaci6n despu6s de la inoculaci6n. Las c6lulas no se someten a irra­
diaci6n. 

Reactivos, medios y frascos de cultivo celular 

a) Soluci6n salina de Hanks equilibrada (SSE de Hanks).

b) Medio esencial minimo de Eagle (MEM) 
 con suero de ternero 

fetal al 10%. 
c) Medio de sacarosa-fosfato-glutamato (SFG) para almacenar y 

mantener los especimenes y los in6culos: 

Sacarosa 75g
F6sfato de dihidr6geno potfisico (KI-1 2 P.1 ) 0.52 g
Fosfato de hidr6geno s6dico (Na 2H-P0,) 1.22 g
Acido glutdmico 0.72 g
Agu a hasta 1 litro 

Ajftstese a un pH de 7.4-7.6. 
d) Dextrana DEAE (Peso molecular 2 x 106): se prepara una solu­

ci6n madre al 1% en agua destilada y esterilizada mediante la auto­
clave o por filtraci6n. Se prepara una soluci6n de trabajo (30 ug/ml) 
en SSE de Hanks. 

e) Antibi6ticos: estreptomicina, vancomicina (o ristocetina) y 
micostatina. 

f) Tinci6n de May-Griinwald-Giemsa o tinci6n de Giemsa. 
g) Frascos de cultivo celular: frascos de vidrio de fondo piano, dese­

chables, de 15 mm de didmetro exterior, 45 mm de altura, con un 
cubreobjetos de 12 mm de didmetro y con un tap6n insertado, no 
t6xico. 
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Cultivo celular 

Las c~lulas HeLa 229 se mantienen en MEM con suero de ternero
fetal al 10% sin antibi6ticos 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 contehga 2 x 105 de c6lulas HeLa 229, y luego se incuba durante
24 horas para obtener una capa monocelular confluente. 

2. Antes de inocular el esp6cimen, se extrae el medio y se aclara dos veces la capa monocelular con I ml de SSE de Hanks que contenga 30
ug/ml de dextrana DEAE. Para extraer el liquido cuando se mani­
pula un gran nhimero de frascos se emplea un dispositivo de succi6n.

3. Acontinuaci6n, se inocula 0.1 ml del esp6cimen en cadaunode4 
frascos. 

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

5. Despu6s de la centrifugaci6n, se retira el in6culo. Se afiade 1 ml
de medio que contenga estreptomicina (100 ug/ml), vancomicina (100
ug/ml) y micostatina (25 UI/ml). 

6. Los frascos se incuban a 35°C. 
7. Despu6s de una incubaci6n de 60 a 70 horas, uno de los frascos 

inoculados se utiliza para detectar inclusiones con tinci6n de Giemsa omediante la t6cnica directa de anticuerpos fluorescentes. El cubre­
objetos teflido 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) raspfindolas 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 de60-70% de los positivos en el primer pase. Las posibilidades de detectar
inclusiones en el primer pase pueden aumentarse mediante la tinci6n 
de 2 cubreobjetos. 
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oz n del m~todo de aislamiento 

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

La t~cnica de c~lulas de McCoy irradiadas se desarroll6 antes y 
se ha venido utilizando ampliamente. El tratamiento con IURD de 
las celulas de McCoy, reci'n introducido, no requiere instalaciones 
para la irradiaci6n y es mis ripidi. El empleo de cdlulas HeLa 229 
tratadas con dextrana DEAE ofrece una opci6n satisfactoria y posee
ventajas para la producci6n tie antigenos clamidiales para la serologia. 
Ademss, las clulas HeLa 229 pueden tener una utilidad mis general 
en los laboratorios de diagn6stico que las cdlulas de McCoy. 

El mdtodo del saco vitelino para el aislamiento tiene Ia ventaja de su 
simplicidad y, cuando estA garantizado un suministro de huevos 
exentos de antibi6ticos, es el m~todo mis prictico en ciertas zonas en 
que el tracoma es end~mico. 
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SEROTIPIICACION, DEL, AGENI'lDEL TRMACOMA 

Mtodo de la micro-inmunofluorescencia (micro-IF) 

Para la clasificaci6n serol6gica de organismos C. trachomatis-com. 
prendidos los agentes de conjuntivitis de inclusi6n tracomatosa 
(Tr-CI) y linfogranuloma ven6reo (LGV)-se emplea un m&odo indi­
recto de anticuerpos fluorescentes. Los antigenos utilizados para laprueba consisten en los organismos propagados en el saco vitelino de
embriones de polio fecundos, y los anticuerpos especificos de estos 
antigenos se preparan en ratones. 

Para el anfilisis antig6nico completo se ensaya cada uno de los
aislados que van a clasificarse en una titulaci6n cruzada bilateral
completa en comparaci6n con una titulaci6n de su propio antisuero y
los antisueros de todos los serotipos conocidos de C. trachomatis, los 
que a su vez se titulan en compar-'ci6n con sus antisueros hom6logos,
incluido el antisuero del aislado que se estA clasificando.
 

En la mayoria de los casos, basta con practicar una prueba simpli­ficada unilateral, en la 
 que solo se emplea antisuero de rat6n
preparado contra el aislado no tipificado y antigenos patr6n especifi­
cos de tipo. Esta prueba evita la necesidad de elaborar antigeno de saco
vitei;no para la preparaci6n de antisuero para cada aislado. 

Adeinds de la serotipificaci6n de aislados de C. trachomatisdescono­
cidos, se 
 pueden medir anticuerpos especificos de tipo en sueros 
humanos y en ligrimas, utilizando ]a prueba de micro-IF (v6ase pa'gina 
37). 

Antigenos 

Los antigenos para uso en la prueba se preparan con sacos vitelinos 
muy infectados, de preferencia recogidos antes de la muerte del 
embri6n. Se elige un solo saco vitelino que posea abundantes cuerpos
elementales. Se muele totalmente en un mortero y se prepara una
suspensi6n de saco vitelino crudo al 2-3% en soluci6n salina amorti­
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guada de fosfato de 0.01 ml/litro pH de 7.0. Mediante centrifu­una 
gaci6n ligera (500 g durante 10 minutos) se eliminan los restos y
la grasa, y la suspensi6n se distribuye en partes allcuotas de 0.2 ml y se 
mantiene congelada a -601C. 

Antisueros 

El tipo inmunol6gico 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 inyecci6n intravenosa 
de 0.5 ml de una suspensi6n al 1% de saco vitelino sumamente infec­
tado o una suspensi6n de material de cultivo celular infectado (v6ase
m6todo de cultivo de cdlulas HeLa 229, pigina 29). Transcurridos siete
dfas se administra una inyecci6n de refuerzo, y tres dfas despu6s se 
desangra a los ratones. Se ha observado que el antisuero obtenido a los 
cuatro dias de la administraci6n de una sola inyecci6n intravenosa 
muestra un titulo de anticuerpos satisfactorio para la inmunotipifica­
ci6n si se emplea una masa antig6nica suficiente para la inmuniza­
ci6n. La inyecci6n intravenos , de una suspensi6n de c6lulas de McCoy
irradiadas infectadas puede causar la muerte aguda del rat6n. Los
antisueros preparados mediante la inmunizaci6n con organismos
proliferadosen saco vitelino se absorben con un volumen igual de sus­
pensi6n normal de saco vitelino al 40% antes del ensayo. La mezcla se 
incuba a 370C durante una hora, se refrigera a 41C durante toda ]a
noche y se mantiene congelada a -20 0 C, salvo que se ensaye inme­
diatamente. 

Conjugado AF 

Se utiliza globulina de cabra anti-rat6n conjugada con isotiocianato 
de fluoresceina y, como contratinci6n, albfimina 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 albfmina bovina conjugada con 
rodamina sin diluir, a raz6n de I parte:15 partes de conjugado). Para 
preparar una soluci6n de trabajo de conjugados 'e mezclan las 
diluciones de ambos conjugados, se distr~buyen en pequefias cantida­
des y se mantienen a la temperatura de -20'C. 
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Procedimiento de ensayo 

Para colocar los antigenos en las lIminas del microscopio se utilizan 
plumas de inmersi6n. Debajo de una lAmina limpia, se coloca una 
especie de patr6n previamente marcado para que sirva de gula a la 
colocaci6n del antigeno. Las lminas limpias son indispensables para
practicar eficazmente la prueba. En el patr6n hay un drea central,
de unos 22 x 16 mm, con nueve puntos dispuestos en 3 x 3. Los 
antigenos de ensayo que han estado almacenados a la temperatura de
-60 0 C se descongelan y se agitan con mezcladora de remolinouna 

para garantizar una suspensi6n homog6nea. 
 El primer antigeno se 
coloca con una pluma sobre cada uno de los 9 puntos, antes de retirar 
]a limina del patr6n. Estos puntos estfin 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
orden de sucesi6n, 

en 
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 nueve 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 empleard una pluma lirnpia. De esta manera, se
forman nueve grupos de puntos de antigeno en ur,a l6mina, cada uno 
de los cuales tiene el mismo orden de sucesi6n de los antigenos. 

Despu~s de cicrta prdctica, pueden prepararse numer-sas l5minas 
con relativa facilidad. Las 1iminas se secan al aire durante 30 minutos 
como minimo (es importante que todos los puntos de antigeno estfn 
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 
lIminas con un asa bacteriol6gica. El contenido de un asa de la dilu­
ci6n mis elevada de suero se extiende sobre el grupo de antigenos en la 
posici6n inferior derecha en la ,imina (posici6n No. 9). El asa se seca 
con una toalla de papel absorbente, y la diluci6n menos elevada que
sigue se extiende sobre el grupo (No. 8) a la izquierda del No. 9.
Contin6a la aplicaci6n en serie a las posiciones numeradas inferiores, 
No. 7 a la izquierda del No. 8, No. 6 encima del No. 7, No. 5 a la dere­
cha del No. 6, No. 4 a la derecha del No. 5, No. 3 encima del No. 4, y
asi sucesivamente. Las himinas se colocan en una cfimara de humedad 
y se incuban a 37'C durante 30 minutos. Despufs de la incubaci6n, se 
enjuagan suavemente con soluci6n amortiguada de fosfato para quitar
el sucro y se lavan durante 10 minutos cambiando dos veces ]a soluci6n 
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amortiguada de fosfato en un vaso de lavado con un agitador magn6.
tico. Despu~s se secan al aire, dejfndolas apoyadas sobre uno de los 
extremos, a ]a temperatura ambiente. Con un asa bacteriol6gica se 
aplica a las liminas el conjugado de trabajo. Se incuban a 370C 
durante 30 minutos y se rcpite en la forma descrita el proceso de
enjuague, lavado y secado al aire. SoLrc la lfmina se prepara an 
cubreobjetos con liquido de preparaci6n AF. Por lo comfin, las 
l5minas se interpretan inmediatamente, pero tambitn pueden conser­
varse en el refrigerador durante unos cuantos dias sin que pierdan la 
fluorescencia. 

Las lfiminas 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 colocaci6n de 8 antfgenos por
agrupamiento (tamafio real). La ampliaci6n mostrada en la parte inferior indica 
el orden de sucesi6n de los antfgenos en el agrupamiento. 
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La diluci6n srica mis 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, I y K) y 3 LGV (L1 , L, L.). 

Los serotipos A, B, Ba y C han sido hasta ]a fecha los relacionados 
normalmente con el tracoma en zonas enddmicas. 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
 

Fijaci6n del complemento 

El mtodo de fijaci6n del complemento (FC) mide los anticuerposespecificos de grupo y no es especifico respecto a la infecci6n por elagente Tr-CI. elPara diagn6stico de estas infecciones resultainsensible. Aunque puede ocurrir que sea la (inica prueba disponible
en ciertos laboratorios, no se recomienda su empleo.


La t6cnica puede ser 
6itil para demostrar la presencia de antdgenos
de grupos clamidiales en material de saco vitelino para confirmar el
 
aislarniento. 

Prueba de la micro-inmunofluorescencia (mi:ro-IF) 

Este m6todo, recientemente descrito, es mucho mis sensible que laprueba FC y mide los anticuerpos anticlamidiales especificos de tipo.
Se colocan diluciones seriadas dobles o cufidruples de suero o Igri­mas en las microplacas de antigenos de serotipo C. trachomatis, como
en ]a prueba de tipificaci6n por micro-inmunofluorescencia. En
lugar de ]a globulina de cabra anti-rat6n empleada en la prueba de tipifi­caci6n por micro-IF se emplea inmunoglobuiina de 
 cabra antihumana,


marcada con isotiocianato de fluoresceina. Las liminas se elaboran de
manera s;'>ilar a la descrita para ]a prucba de tipificaci6n salvo que ]acontracoloraci6n se afiade inmediatamente antes de uso.su Debenincluirse testigos de sueros positivos y negativos. Un titulo de 1:8 omayor se considera positivo respecto a los anticuerpos sricos. Secalcula que los productos sin diluir de la levigaci6n de tirasmaterial lacrimal es 
con 

de una diluci6n de 1:12 de ligrimas. Unareacci6n positiva de esos productos de levigaci6n sin diluir se considerasignificativa. Como en cualquier prueba serol6gica, un solo sueropositivo no indica el momento en que se contrajo la infecci6n. 
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La especificidad de tipo de las reacciones de l5grimas o sueros 
puede mejorarse mediante la absorci6n con una variedad apropiada de 
antigenos. 
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