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La Chlamydia es una bacteria Gram negativa, no
movil, de vida parasitaria intracelular obligada porque
carece de habilidad para sintetizar ATP, son parasitos
energéticos, no tienen vida libre y colonizan el
citoplasma de las células susceptibles (1).

Hasta el 2002 la familia Chlamydiaceae se consideraba
Chlamydia

trachomatis, C. Psitaccci, C. Pneumoniae y C.

con cuatro especies reconocidas:

Pecorum. Esta familia incluye los agentes del tracoma,
linfogranuloma venéreo, enfermedades del tracto
urogenital y conjuntivitis (1). En el cuarto encuentro de la
Sociedad Europea de Investigaciones de Chlamydia en
Helsinki, Finlandia, en agosto del 2002, Karin Everret,
Bush y Anderson presentaron una nueva clasificacion de
orden Chlamydial (Tabla 1).

Presentan una morfologia esférica u ovalada y se

observan como cocos Gram negativos o Gram variables,
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Tabla 1: Clasificacion orden Chlamydial presentada el cuarto

encuentro de la Sociedad Europea de Investigaciones de Chlamydia
en Helsinki Finlandia en agosto de 2002.

son inmoviles no ciliadas, poseen una membrana interna
y otra externa, la cual se asemeja a la pared celular de
las Gram negativas. Al parecer su pared carece del acido
n-acetilmuramico. Se dividen por fision binaria y
contienen ribosomas similares a los de otras bacterias.

Los cuerpos elementales (CE) son estructuras
redondeadas diminutas infecciosas, rigidas, resistentes
a la ruptura como consecuencia de los puentes disulfuro
de las proteinas de la capa externa de la membrana,
se liberan cuando se lisa la célula hospedera infectada,
tienen un tamano de 200 a 400 nm, con coloracion de
Giemsa se tifien de purpura y de rojo con la tincion de
Macchiavello,en contraste con la coloracion que toma
el citoplasma de la célula huésped (3).

En los CE se encuentra DNA y RNA. La mayor
parte de DNA se encuentra en el nucleoide central
electrodenso y la mayor parte del RNA esta en los
ribosomas. Presentan antigenos especie-especificos
y antigenos serotipo-especificos, que inducen la
fagocitosis, no tienen actividad metabodlica, no se
pueden replicar y son infectivos (Figura 1).

Los cuerpos reticulados (CR) son el resultado de
la diferenciacion de los CE al ser fagocitados, tienen
un morfologia bacilar, estan desprovistos del nucleoide
denso y su mayor tamafio es de 600 a 1000 nm, no
son infecciosos. Se tifien de azul con el colorante de
Giemsa, son capaces de replicarse, tienen actividad

metabolica y el ADN esta disperso (Figura 2) (4).

* Correspondencia: Olga Lucia Ostos Ortiz: olgalostoso@hotmail.com; Ruth Mélida Sanchez: ruthmsanchez2003@hotmail.com.
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Figura 1. Cuerpo elemental de C. trachomatis.

La Membrana Chlamydial propuesta por
microscopia electrénica muestra dos membranas ce-
lulares trilaminares caracterizadas por la ausencia de
peptidoglicanos (Figura 3), pero con proteinas de union
a las penicilinas. Se han realizado estudios en donde
se ha demostrado que en el tratamiento con penicili-
na en células infectadas muestran inhibicion de la di-
vision celular pero no del crecimiento del CR con la
aparicion de formas Chlamidiales morfologicamente
anormales y agrandadas (1).

La membrana presenta proteinas extracelulares
ricas en cisteina, las cuales estan unidas en forma
cruzada mediante puentes disulfuro en los CE para
proveer una integridad estructural de resistencia fren-
te a situaciones de estrés mecanico y osmotico. Los
CR son fragiles en comparacion con los CE (5).

Las proteinas de la envoltura Chlamidial ricas en
cisteina incluyen:

1. MOMP (Proteina mayor de membrana exter-
na), expresada en la envoltura del cuerpo elemental,
pesa 40 Kda, constituye casi el 60% del total de las
proteinas de la membrana externa y esta codificada
por el gen omp 1; muestra una funcion de porina, se
glicosila post-traduccion; actualmente, se ha visto que
juega un rol en la adherencia electrostatica y contie-
ne epitopes antigénicos de superficie (5,6).

2. Proteina de 60 Kda: esta proteina esta codifi-

cada por el gen omp2. Se encuentra en el espacio

Figura 2. Cuerpos reticulados.

periplasmico, dando a las Chlamidias una integridad
semejante a la dada por el peptidoglicano. Los CR no
contienen la proteina de 60 Kda (5,6).

3. Proteina de 12-15 Kda: codificada por el gen
omp 3, es una lipoproteina hidrofilica. Los CR no con-
tienen esta proteina.

Recientemente se ha confirmado la presencia de
dos proteinas de shock térmico (hsp) en la envoltura
Chlamidial: la hsp 60 y la hsp 70 en mujeres con en-
fermedad pélvica asociada a C. trachomatis. En es-
tudios realizados sobre infertilidad y embarazos
ectopicos se han observado altos titulos de anticuerpos
anti-hsp 60 Chlamidial, en contraste con la presencia
de anticuerpos anti hsp 70 Chlamidial reportados en
mujeres con inmunidad protectora (5,6).

Chlamydia posee proyecciones hemisféricas espe-
cializadas de superficie, cuyo diametro es de aproxi-
madamente 40 nm, su altura de 30 nm y la distancia
entre cada una de ellas de 25 nm. Las proyecciones
estan separadas por pequenas depresiones con bases
planas, se cree que éstas se encuentran en la adhe-
sion de los CE a las células huésped (5, 6,7).

También existen proyecciones puntiagudas que son
formas intermedias entre CE y CR, se originan debajo
de las depresiones de la membrana plasmatica y se
extienden a través del espacio periplasmico y la
membrana externa, su longitud total es de

aproximadamente 90 nm, de los cuales 25 a 35 nm se
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Figura 3: Estructura propuesta para la membrana de la Chlamydia

.Se observan dos membranas celulares triliminares. En la membrana

externa se encuentran los lipolisacaridos (LPS) y la proteina MOMP (se 40 Kda).

proyectan mas alla de la superficie de la Chlamydial;
esto sugiere que estas «puasy podrian ser conexiones
entre la célula huésped y la Chlamydia, al igual que
otros componentes importantes de la envoltura

Chlamidial son los lipopolisacaridos (Ips) (5, 6).

Ciclo de Vida

Las Chlamydias tienen un ciclo reproductivo co-
mun. La particula infectante estable en el ambiente,
es una célula pequefia, cuerpo elemental (Figura 4).
Para adherirse a las células huésped se requiere un
sulfato de heparina parecido a la glucosamina glucano
sobre la superficie de la Chlamydia. Después de la
adhesion, el cuerpo elemental se introduce por
fagocitosis a la célula huésped dentro de una vacuola
derivada de la membrana superficial.

Este corpusculo elemental se reorganiza en uno
mas grande (cuerpo reticulado). Dentro de la
vacuola rodeada por una membrana, el cuerpo
reticulado aumenta de tamafio y se divide varias
veces por la fision binaria. Con el tiempo toda la
vacuola se encuentra llena de cuerpos elementales
derivados por la fisiéon binaria de los cuerpos
reticulados para formar una inclusion en el
citoplasma de la célula huésped. Los cuerpos
elementales recién formados pueden liberarse de
la célula huésped para infectar nuevas células. El

ciclo de reproduccion dura de 24 a 48 horas (1,8).

Antigenos

Las Chlamydias poseen antigenos especificos
lipopolisacaridos termoestables con el 4cido 2 -ceto 3
—desoxioctonico. Se pueden detectar anticuerpos a
estos antigenos especificos mediante fijacion de
complemento o inmunofluorescencia. Los antigenos
especificos de especie o especificos de variedad
seroldgica son principalmente proteinas de membrana
externa (1,8).
Genoma dela C. trachomatis

El genoma de un considerable numero de
Chlamydias ha sido ampliamente estudiado desde
1998 (9-14).

La Chlamydia tiene un genoma bacteriano pequefio
comparado con el micoplasma. El genoma cromosdmico
de la Chlamydia tiene 1.042.519 pb, (58.7% de A-T)
(10). C. trachomatis tiene un plasmido criptico de 7,493
pb que no posee la C. pneumoniae.

Analisis del genoma Chlamydial ha mostrado que
codifica para 875 proteinas aproximadamente, que nos
son necesariamente expresadas, 70 de las cuales son
exclusivas de C. trachomatis.

Es importante anotar que en la region cercana al
origen de la replicacion del cromosoma Chlamydial
es donde existe mayor diversidad genética. Esta
region incluye genes que controlan la sintesis del

triptéfano y su utilizacion, se ha relacionado con la
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Figura 4: Ciclo de vida de C. trachomatis. El cuerpo elemental se introduce por fagocitosis a la célula huesped dentro de una vacuola.
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Figura 5: Plasmido Chlamidial descrito inicialmente por Lovett et al., (1980) Se indican los sitios de corte con enzimas de restriccion, los
marcos abiertos de lectura y el origen de la réplica.
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mediacidn de interferon gamma en el desarrollo de la
infeccion persistente. Las Chlamydias que se han
hallado en el tracto genital humano poseen en esta
region un gen homologo de citotoxinas reportadas en
E. Coli enterohemorragica 0157 y Clostridium(10).

Chlamydia es un organismo aerobico que utiliza el
glutamato como fuente primaria de carbono, comple-
mentada por glucosa y 2 oxoglutarato, cada uno tiene
diferentes papeles dependiendo de la fase del desa-
rrollo chlamydial. Se cree que Chlamydia es un para-
sito energético porque importa ATP de la célula hués-
ped; sin embargo, en el analisis de la secuencia de su
genoma se encontraron genes que codifican ADP/
ATP translocasas, ATPasa vacuolar y ATPasas
flagelares probablemente involucradas en la sintesis
de ATP (15). La presencia y expresion de genes
involucrados en las vias metabodlicas para la genera-
cién de ATP sugiere que Chlamydia no es un estricto
auxotrofo de ATP (16). El analisis de la transcripcion
de genes en la infeccion activa versus la infeccion
persistente sugiere que en la primera fase de la in-
feccion activa la energia requerida para el metabolis-
mo es derivada del ATP de la célula huésped. A dife-
rencia de lo que sucede en la infeccion persistente en
donde la fuente primaria de energia no es producida
por el huésped (17).

La figura 5 muestra el plasmido, con la posicion de
los 8 marcos abiertos de lectura, conjuntamente con
la posicion de los sitios de corte para endonucleasas
de restriccion. Las bases de nucle6tidos estdn nume-
radas desde el inicio con 22 bases puricas repetidas
en tandem.

Todos los plasmidos de C. trachomatis aislados de
humanos son extremadamente similares con menos de
un 1% de variaciones en la secuencia de nucledtidos,
todos tienen alrededor de 7.500 nucledtidos, con 8 mar-
cos abiertos de lectura (10, 18).

Todos los plasmidos Chlamydiales tienen 22 pares
de bases repetidas en tandem en la region intergénica

entre ORF1 y ORFS; este grado de conservacion

sugiere que esta region es extremadamente importante,
por ser analogo con el origen de replicacion de algunos
plasmidos de E. coli, la secuencia de iniciacion del

codon para ORF es también conservado para cada
plasmido; ATG para los ORFs 1,2,3,4,5y 6 y GTG
para los ORFs 7 y 8. Todos los ORFs son transcritos
de la misma hebra, con excepcidon de ORF 2, el cual es
transcrito de la hebra complementaria en la direccion

indicada en la Figura 5.

Interaccion Huésped — Parasito

La caracteristica mas notable de la infeccion por
Chlamydia trachomatis es el equilibrio que con fre-
cuencia se alcanza entre el huésped y el parasito, y
que resulta en una infeccion prolongada persistente.
La propagacion de una especie a otra conduce con
frecuencia a la enfermedad. EI huésped infectado
regularmente produce anticuerpos a varios antigenos
de Chlamydia que tienen escaso efecto protector con-
tra la reinfeccion. Por lo general, el agente infectante
persiste en presencia de titulos aumentados de anti-
cuerpo (1).

Factores de Virulencia

Chlamydia trachomatis se ha clasificado en 18
serotipos: A, B,Ba,C,D,E,E G H,1,Ia,J, K, L1, L2,
L2a, L3, L3a. Esta clasificacion esta basada en el
analisis de la proteina principal de la membrana externa
(MOMP). La MOMP contiene cuatro dominios
variables (DVs) que son flanqueados e interespaciados
por cinco dominios constantes. Tres de los cuatro DV
(DV1, DV2 y DV4) se encuentran en la superficie y
contienen epitopes antigénicos que son sitios blanco

para la serotipificacion.

Epidemiologia

La infeccidn causada por Chlamydia es una de las
enfermedades de transmisidn sexual méas prevalente.
La Organizacion Mundial de la Salud estim6 que en

1995 ocurrieron 89 millones de casos en el mundo y
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se calcula que el costo por morbilidad y secuelas de
esta infeccion es de $2.4 billones por afio (19). En los
Estados Unidos, las infecciones bacterianas por
Chlamydia trachomatis son las méas comunmente
reportadas con 4.5 millones de casos anualmente (20-
22). En Colombia, no se conocen datos reales de la
prevalencia de la enfermedad.

Las infecciones por C. trachomatis se dan en todas
las sociedades En paises en desarrollo la enfermedad
€s mas comun entre minorias, grupos socioecondémicos
bajos y gente que vive en areas urbanas. Las mujeres
tienen mayor riesgo de ser asintomaticas que los
hombres.

En paises industrializados, la mayor transmision
de infecciones Chlamidiales es sexual. En los Estados
Unidos, aproximadamente 4 millones de casos de
infeccion chlamydial se divulgan por afo, con un
predominio de 5% en los grupos de alto riesgo como
lo son las mujeres adolescentes y adultas con vida
sexual activa con una incidencia del 10%.

Otro problema causado por la infeccién con
C.trachomatis especialmente por el serotipo G es el
riesgo de desarrollar cancer cervical y en los
continentes africano y asiatico es la principal causa
de ceguera. El Linfogranuloma Venéreo es una
infeccidn transmitida sexualmente que ocurre con baja
frecuencia en Norteamérica y Europa pero es comun
en Africa, Asia y Sudamérica.

Cada afio millones de personas padecen una
infeccion genital causada por Chlamydia trachomatis
Aproximadamente entre un 5% y un 9% de mujeres
sexualmente activas son portadoras asintomaticas del
microorganismo. Esta prevalencia aumenta aun cuando
la poblacion estudiada pertenece al grupo de
adolescentes.

La deteccion de C. trachomatis en mujeres es
importante, ya que éstas pueden transmitir la
enfermedad a su pareja y, si estd embarazada, al recién
nacido; ademas, si no reciben tratamiento, pueden

sufrir complicaciones como embarazo ectdpico e

infertilidad. El estudio de la poblacién con riesgo de
infectarse, asi como la administracion de tratamientos
eficaces, son medidas necesarias para lograr una
disminucion de la transmision, el control de la
enfermedad y la prevencion de las complicaciones.

Actualmente se propone realizar programas de
screening, que han logrado un impacto favorable en
la salud de la poblacion en varios paises, al disminuir
en forma significativa la tasa de infeccion, con sus
complicaciones y los costos ocasionados.

Con el fin de prevenir la transmision de la infeccion
porChlamydia trachomatis , se recomienda realizar
el test en los siguientes casos:

Cuadros Clinicos: Las Chlamydias pueden producir
cuadros clinicos diversos. En los ultimos afios, las in-
vestigaciones efectuadas en C. trachomatis han de-
mostrado que ademas de producir el linfogranuloma
venéreo, son la causa de infecciones oculares, neu-
monias en el nifio y, sobre todo, infecciones genitales
en el hombre y la mujer (Tabla 1) (23).

Algunos de los sindromes relacionados con
chlamydia trachomatis son: uretritis, cervicitis,
enfermedad pélvica inflamatoria, epididimitis y
proctitis.

Mujeres no embarazadas o
menores de 20 aflos
sexualmente activas:

Con cervicitis mucopurulenta
evidenciada en el examen pélvico de
rutina.

Mujeres entre 20 y 24 afios: Si no utilizan métodos anticonceptivos
de barrera o si tienen una nueva
pareja o multiples parejas en los
ultimos tres meses.

Mayores de 24 afios:
Que cumplen con los dos criterios
anteriores.

Con nueva pareja sexual. Con mas de
un compaiero sexual. Con parejas
sexuales que a su vez tienen multiples
parejas.

Menores de 25 afos:

Embarazadas o en el tercer

. Con riesgo de infeccion
trimestre:

Tabla 1 : Situaciones en las que se recomienda presentar un examen
para el diagnostico de C. trachomatis.

www.unicolmayor.edu.co
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En la Tabla 2 se relacionan algunas enfermedades
causadas por Chlamydia.

Infeccion en la Mujer: La cervicitis es la
manifestacion clinica mas frecuente de la infeccion
por C. trachomatis en la mujer. Sin embargo, el 70%
de las mujeres infectadas no tienen sintomas, mientras
que en el tercio restante las evidencias clinicas son
poco especificas de infeccion como flujo genital, dolor
abdominal o pélvico, sangrado y/o disuria.

La presencia de disuria puede indicar una uretritis
acompafante, lo que sucede en el 35% de los casos;
en otros casos, solo la uretra estd comprometida, y la
infeccidn uretral se manifiesta como piuria o disuria
con cultivo negativo (23% de los casos).

Las manifestaciones clinicas incluyen cervicitis,
uretritis, endometritis, enfermedad pélvica inflamatoria
o0 abscesos en las glandulas de Bartholini, que pueden
dar lugar a oclusiones tubdaricas y ser la causa de es-
terilidad. Aunque el sitio inicial de la infeccion es
usualmente cervix, la uretra y el recto también pue-
den verse afectados. Cuando los sintomas ocurren se
presentan descarga vaginal y disuria (23).

Las complicaciones por Chlamydia trachomatis
en la mujer por orden de aparicion son: (1) Infeccion
vaginal: al inicio del contacto, portadora asintomatica,
(2) Cervicitis: Inflamacion del cuello de la matriz por
la infeccion, (3) Endometritis: Infeccion de la mucosa
de la cavidad de la matriz,(4) Salpingitis: Inflamacion
de las trompas de Falopio, (5) Enfermedad
Inflamatoria Pélvica: Infeccién de la cavidad
peritoneal y estructuras anexas.

Infeccion en el Hombre: La infeccion de C.
trachomatisen hombres es la causa mas comun iden-
tificada de uretritis no gonocdccica (UNG). Aunque
la uretritis usualmente resulta en una descarga
mucoide, es reconocido un espectro que va desde la
ausencia de descarga a una descarga francamente
purulenta. Entre los hombres heterosexuales, las in-
fecciones por Chlamydia son usualmente uretrales y

mas del 50% son asintomaticas. Cuando los sintomas

Espucms Buicbpe Enfurmadades
. il i | i i
i | LG
L Eractomals & H Tincarsa
fracmarral EFaH Jd K o penieakbs den adubc
=1
L pltan Ve apifipes no Prarlacimas
Aalnizne
=S R ] = tesineiaiia dhifsla, a
do Wi
T i
C. [peEcoiume Mo ks oo kosa
Tabla 2. Enfermedades causadas por diferentes especies y

serotipos de Chlamydia.

ocurren, usualmente de 1 a 3 semanas después de la
exposicion, estos son indistinguibles de los causados
por la gonorrea. En el hombre pueden presentarse
complicaciones como epididimitis o infeccion de los
ductos espermaticos de los testiculos (23).

Linfogranuloma Venéreo : Es una enfermedad
sistémica producida por C. trachomatis tipos L1-L3,
que se inicia por la aparicion de una papula o vesicula
en la piel de la region genital, la cual se transforma en
una ulcera indolora que evoluciona hacia la curacion.
La infeccion difunde por via linfatica, de manera que
desde el primer mes se produce una adenitis inguinal,
que se reblandece y forma un absceso que posterior-
mente se fistuliza y abre hacia el exterior. Le sigue
una fase de esclerosis, con formacion de estenosis
en el recto, uretra o vagina (23,1).

Infeccion en Ninos: C. trachomatis es la causa
mas comun de conjuntivitis neonatal y una de las causas
mas comunes de neumonia en la infancia temprana. A
los 5 - 14 dias del nacimiento se puede presentar una
conjuntivitis purulenta; la infeccion generalmente respeta
la cérnea y evoluciona lentamente hacia la curacion.

Sin embargo, en algunos casos puede volverse cronica
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y producir lesiones cornéales irreversibles. Muchas
veces, consecutivo a una conjuntivitis neonatal puede
presentarse la neumonia, que se caracteriza por una
tos persistente y polipnea, que a veces se hace
paroxistica (23).

Otros procesos : Chlamydia trachomatis tam-
bién puede producir en el recién nacido otros proce-
s0s como rinitis, rinofaringitis, otitis y vulvitis (23).

La neumonia chlamidial de infantes es una
enfermedad que se encuentra en nifios de uno a tres
meses de edad. El sindrome es bastante caracteristico,
los ninos desarrollan taquipnea (ocasionalmente
apnea) y tos.

Chlamydias han sido recuperadas del tracto
nasofaringeo, garganta y biopsias de pulmones de in-
fantes con esta neumonia. C. trachomatis puede ser
cultivada de tejidos nasofaringeos. Se ha demostrado
que en la neumonia se desarrollan altos titulos de IgM,
contrario a lo que sucede en los casos de conjuntivitis
de inclusion.

Trachoma es una conjuntivitis croénica con una
marcada reaccion folicular y una hipertrofia papilar
de la conjuntiva, como resultado de la necrosis de los
foliculos, la conjuntiva puede desarrollar cicatrices.
Estas lesiones, llamadas trichiasis y entropion, son las
lesiones responsables de la ceguera por trachoma.
La cornea es dafada por dafio mecanico al abrir y
cerrar los 0jos y por infeccion secundaria, resultando
en la ceguera. La patogénesis del trachoma es de-
pendiente de la interaccién o de los efectos combina-
dos entre la C. trachomatis y un segundo patégeno
(Haemophilus spp and Moraxella spp.); con per-
sistentes o multiples reinfecciones es posible que la
hipersensibilidad también juegue un rol en esta enfer-
medad.

El periodo de incubacion para la mayoria de las in-
fecciones oculares con C. trachomatis es de aproxi-
madamente de 1-2 semanas (23). La presencia de in-
clusiones citoplasmaticas caracteristicas en las célu-

las de la conjuntiva es relevante; la distorsion de las

estructuras externas del ojo interfiere también con el
flujo lacrimal normal, con el crecimiento de las pesta-
fias y con el funcionamiento glandular; en consecuen-
cia, las infecciones bacterianas de los globos oculares
por efecto del trachoma son frecuentes. Todos estos
factores coadyuvan a la pérdida de la vision (24).

El trachoma se ha reconocido desde la antigiiedad
y las inclusiones intracitoplasmaticas caracteristicas
de las infecciones por C. trachomatis fueron identi-
ficadas en células epiteliales conjuntivales en 1907.
En 1910, Lindner describi6 inclusiones en células
epiteliales de cervix de la madre de un lactante con
conjuntivitis, y también demostro inclusiones epiteliales
en el cervix de la pareja de un hombre con uretritis

no gonococica (UNG).

Diagndstico

Existen varias técnicas para realizar el diagnostico
de infecciones causadas por Chlamydia (24,25); las
mas utilizadas son:

Método de deteccion directa: Tinciones de Giemsa,
Macchiavelloo por técnicas de inmunofluorescencia.

M¢étodos de deteccion indirecta: Cultivo en
huevos embrionados en cultivos de células de McCoy,
deteccidn de antigenos, deteccion de anticuerpos por
la técnica de fijacion del complemento y la prueba de
Frei, diagndstico molecular: sondas de ADN, PCR y
LCR.

Deteccion Directa: los cuerpos de inclusion de
Chlamydia trachomatis contienen glucoégeno, que
histéricamente se han coloreado con Yodo, Giemsa y
Gram; después de incubar 48-72 horas los cubreobjetos
son extraidos y coloreados. Si hay gran presencia de
gran cantidad de cuerpos de inclusién de Chlamydias,
el diagnostico se puede establecer con facilidad por
los métodos de coloracion con Giemsa o Giménez, que
permiten distinguir las inclusiones por su color de
reaccion, morfologia y localizacion; las inclusiones se
ubican en el citoplasma de las células epiteliales y tienen

a menudo una ubicacidn perinuclear; sin embargo se
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requiere de un microscopista especializado. La
coloracion de Gram no es especifica pues presenta
muchas variaciones; la tincion con yodo tiene
dificultades pues el glucogeno esta presente solo en
algunas fases del desarrollo del ciclo de la Chlamydia
trachomatis y algunas células normales de la cervix
contienen glucogeno dando falsos positivos.

En las células epiteliales del raspado conjuntival
teflido con anticuerpos fluorescentes o con Giemsa
se encuentran las inclusiones citoplasmaticas tipicas;
esta técnica es mas sensible para el diagnostico de
las infecciones oculares en el recién nacido y en
uretritis que para el diagnostico de las infecciones
cervicales.

Los

anticuerpos monoclonales van dirigidos contra el

Inmunofluorescencia Directa (Ifd):

antigeno especifico de especie, sobre lipopolisacaridos
(LPS) de membrana y sobre la proteina principal de la
membrana externa de la Chlamydia trachomatis
(MOMP) (21,23, 27). Los antigenos son detectados
en las células obtenidas del sitio infectado con el empleo
de un anticuerpo monoclonal conjugado a un
fluorocromo (isotiocianato de fluoresceina). Los
cuerpos elementales son las formas infecciosas que se
observan en muestras clinicas, son pequefios (0.25-0.35
mm), de forma redonda, bordes netos y bien definidos.
La presencia de células de epitelio columnar aumenta
la sensibilidad de la prueba. Esta técnica presenta una
sensibilidad del 80-90% y una especificidad del 98-99%
(36, 47). Es un método sensible para deteccion de
conjuntivitis de inclusién y debe ser realizada por
personal altamente capacitado, con un microscopio de
alta calidad para alcanzar niveles valiosos de
diagnostico.

Aislamiento — Cultivo: Es el método mas
sensible y considerado como la prueba de oro para el
diagnostico de las infecciones causadas por
Chlamydia trachomatis del tracto genital tanto en
hombres como en mujeres. La sensibilidad es del 70-

85% (23). Las muestras mas indicadas para la

realizacion del cultivo son: muestras uretrales de
hombres y mujeres asintomdticos, muestras
nasofaringeas, muestras rectales y muestras vaginales
de nifias prepuberes y en casos de abuso sexual (28).
Como la Chlamydia trachomatis es una bacteria
intracelular obligada requiere de una célula
hospedadora para su desarrollo y multiplicacion. Las
lineas celulares mas utilizadas son células McCoy
(fibroblastos de raton), las HeLa 229 (carcinoma hu-
mano), las BHK-21 (células de ovario de hamster) y
recientemente BGMK. El aislamiento también puede
obtenerse por inoculacion en el saco vitelino de hue-
vos de pollo embrionados de 6 - 8 dias de edad (29,30).
Las lineas celulares se tratan con irradiacion,
dextran, cicloheximida, para aumentar la sensibilidad
del aislamiento. Antes de inocular la muestra se pue-
de sonificar para romper las células huésped y per-
mitir que los cuerpos elementales se separen (31).
La linea celular mas utilizada es la McCoy tratada
con ciclohexamida. El cultivo se propaga en una
monocapa sobre un cubreobjeto inoculando las mues-
tras; si hay suficiente niimero de cuerpos elementa-
les de Chlamydia ellos infectan las células y crecen
para formar inclusiones citoplasmaticas; luego de ser
infectadas las inclusiones, son visualizadas después
de 48-72 horas de incubacién por tinciéon con
anticuerpos marcados con fluorescencia que se ligan
al lipopolisacarido de la Chlamydia; otros reconocen
especificamente la proteina de membrana MOMP
para Chlamydia trachomatis. La visualizacion directa
de las inclusiones que posee una morfologia distintiva
contribuye al 100% de especificidad del diagnostico
por cultivo (23). A todos los cultivos negativos se les
debe realizar un segundo pase después de 96 horas
de incubacion.
Determinacion de Antigenos-ELISA: Es un test
de diagnostico basado en la deteccidn inmunohisto-

quimica de antigenos de lipolisacaridos de género
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especifico y fueron desarrolladas durante los afios
1980; actualmente se comercializa un gran nimero
de estos tests(23).

La técnica del inmunoensayo enzimatico para la
determinacion del antigeno de Chlamydia permite el
analisis de diferentes tipos de muestras y un gran
numero de muestras; los resultados se obtienen a las
cuatro horas después de iniciada la prueba. Se detec-
tan antigenos lipopolisacaridos especificos del géne-
ro extraidos de los cuerpos elementales de la mues-
tra, los cuales son mas abundantes y mas solubles
que la proteina MOMP (23).

El fundamento de la técnica consiste en que
Chlamydia trachomatis cuando estd presente en la
muestra, se une al anticuerpo monoclonal anti-LPS
(IgG murina) usado como el reactivo detector, pre-
sente en la placa o perla comercial, formando un com-
plejo que se revela al adicionar el conjugado del anti-
cuerpo anti-inmunoglobulina humana con la peroxidasa
(anticuerpo anti-murino 1gG) y, posteriormente, el
sustrato de la enzima. Se desarrolla un color amarillo
a naranja en proporcion a la cantidad de antigeno pre-
sente en la muestra se detecta por medio de un de-
tector espectofotométrico (23). Una desventaja de
esta técnica es que los LPS puede dar reacciones
cruzadas con los LPS de otras bacterias Gram nega-
tivas y producir falsos positivos (31- 33).

Se han realizado estudios que comparan multiples
ELISAS directos con técnicas de cultivo, demostran-
do que tienen una sensibilidad menor y algunos son
menos sensibles que otros. Esta técnica, sin utilizar
reactivos bloqueadores de anticuerpos, presenta una
especificidad de cerca del 97%; con reactivos
bloqueadores la especificidad es de cerca del 99%
(23,34,35).

Determinacion de Anticuerpos: Debido a mul-
tiples problemas, el diagndstico de la infeccion por
Chlamydia, con la determinacidn de anticuerpos, es
limitado. Una sola muestra de suero es inadecuada y

los sueros apareados suelen ser dificiles de obtener

porque la enfermedad suele ser inicialmente inaparente
o tener un largo periodo de incubacién lo que dificulta
obtener el suero en la fase aguda de la infeccion. Los
anticuerpos persisten por largos periodos y la detec-
cién en un suero indica, inicamente, una exposicion
anterior al microorganismo. Un aumento de 4 dilucio-
nes del titulo, entre la fase aguda y la de convalecen-
cia, acompanado de sintomatologia clinica, apoya el
diagnostico de la infeccion por Chlamydia. La con-
centracién de anticuerpos esta relacionada con la
naturaleza de la infeccion. Generalmente, entre mas
invasivo el organismo, mas alto el titulo de los
anticuerpos. Los titulos méas altos se encuentran en
los casos de linfogranuloma venero activo; los titulos
de las mujeres con salpingitis son mas altos que los
de cervicitis y los de las mujeres, en general, son mas
altos que los de los hombres.
Fijacién del Complemento: Esta prueba detecta
anticuerpos contra el género Chlamydia, pero no
distingue entre especies e inmunotipo; se puede usar
para medir anticuerpos de la psitacosis y
Linfogranuloma venéreo.
Esta téc-

nica utiliza pequefios volumenes de suero; es muy

Microinmunofluorescencia Indirecta:

sensible para detectar, inmunotipificar y cuantificar
anticuerpos. Anteriormente se utilizaron antigenos por
separado para cada inmunotipo; actualmente se ha
encontrado que es mas practico utilizar un pool de
antigenos. La prueba puede ser utilizada con conju-
gados monoespecificos de las clases IgM, IgG e IgA.

Técnicas Moleculares: Los recientes desarrollos
de métodos moleculares patégeno especificos han
revolucionado el diagnéstico de enfermedades de
transmision sexual, testsbasados en la tecnologia de
la amplificacion de acidos nucleicos pueden utilizar
muestras como orinas, hisopados vaginales,
disminuyendo la necesidad de examenes fisicos y

aumentando la especificidad y la sensibilidad (36-37).
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La primera técnica molecular implementada utiliz
una sonda de DNA quimioluminiscente, la cual
hibridaba con una secuencia de rRNA 16S especifica
de la especie de Chlamydia; las chlamydias poseen
hasta 10* copias de estos RNA. Una vez formados
los hibridos se absorbian sobre esferillas y la cantidad
de quimioluminiscencia se podia detectar en un
luminémetro. Esta técnica presenta una sensibilidad
del 85% vy una especificidad del 98-99%. Ha sido
aprobada para el uso en muestras genitales y oculares
(38, 39).

Debido a la dificultad en el diagnostico y a los
avances cientificos y tecnoldgicos se han venido
implementando técnicas alternas de valoracion de la
Chlamydia a escala molecular, basadas en la
amplificacion del DNA utilizando PCR (Reaccion en
Cadena de la Polimerasa) y LCR (Reaccidon en
Cadena de la Ligasa) (36). Estos procedimientos son
altamente sensibles, proporcionan alto grado de
especificidad, lo que contribuye a la obtencion de
resultados de 6ptima calidad. La PCR es un método
que permite detectar un bajo numero de copias del
DNA de Chlamydia, lo que la hace mas sensible que
otras pruebas (23, 40, 41, 42).

Un método comercial disponible es el test
AMPLICOR CT PCR (Roche Molecular System) un
ensayo comercialmente disponible y automatizado que
proporciona un control interno y una mezcla maestra
para PCR. El control interno contiene regiones de
unién al primer idénticas a los blancos de la C.
trachomatis, pero que son detectados con sondas
especificas. Se amplifican ambos, la C. trachomatis
y el blanco de DNA, seguida por una deteccidon
selectiva de cada amplicon. La falla en la deteccion
del control interno, después de la amplificacion indica
una inhibicion en la PCR (43, 44,45, 46,47).

En el ensayo de la Reaccion en Cadena de la
Ligasa se emplean cuatro oligonucledtidos sintéticos
(dos por cadena de ADN) que hibridan a sitios espe-

cificos en el plasmido criptico. Una vez que los

oligonucledtidos se hibridizan, aquel intervalo es com-
pletado por la ADN polimerasa y sellado por la enzi-
ma ligasa; este proceso de dos pasos de «llenado» y
«cerrado» del intervalo hace a la LCR, en teoria, muy
especifica, en la que se produce una amplificacion
logaritmica del ADN molde. El producto de la LCR
es detectado en un instrumento automatizado que usa
un sistema de captura inmunocolorimétrico ( 48 - 50).

Un ensayo confirmatorio utiliza cebadores dirigi-
dos contra una porcién del gen que codifica las pro-
teinas de membranas externas. Las técnicas de am-
plificacion son mas tutiles para ¢l diagnostico de ure-
tritis en hombres o uretritis en cervicitis en las muje-
res, con el beneficio adicional de que la prueba puede
utilizarse por una muestra obtenida por métodos no
invasivos (51,52)
Genotipificacion de especies de
Chlamidias por analisis de restriccion del
gen Omp-1

Existen grandes inconvenientes en la serotipificacion
de la MOMP por lo que el andlisis por RFLP
(Fragmentos de Restriccion de Longitud Polimérfica)
del previamente amplificado gen Omp-1, que codifica
para la MOMP, es simple, rapido y una poderosa
herramienta en estudios epidemioldgicos para realizar la
genotipificacion. Este método permite la diferenciacion
de no solo todos los serotipos y serovariantes, sino
también de genovariantes. Lo primero que se hace es la
amplificacion del gen Omp-1 mediante la técnica de PCR
(reaccion de la cadena de la polimerasa). Luego se
procede a digerir el producto obtenido mediante enzimas
de restriccion. Para cada tipo de Chlamidia se obtendra
un patron de bandas caracteristicas en el corrido
electroforético (53,54).

Otra técnica utilizada es el método de Secuencia
Directa- La técnica, reconocida mundialmente como
la prueba de oro para la genotificacién de cepas,
permite identificar las variantes de genes que

caracterizan los serotipos de C. trachomatis (19).
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Esta informacion es de gran importancia para el
desarrollo de vacunas contra esta enfermedad que
hoy constituye un problema de salud publica.

Perspectivas:

En la proxima década se espera un significativo
avance en el conocimiento molecular de Chlamydia
trachomatisa nivel mundial que permita el desarrollo
de vacunas para el control y erradicacion de las
patologias causadas por este agente. En Colombia, el
estudio y la caracterizaciéon molecular de Chlamydia
aportara al conocimiento de las cepas que causan
enfermedad en nuestra poblacion, contribuyendo a la
implementacién de nuevos y mejores métodos
diagndsticos, asi como de tratamientos mas adecuados,
permitiendo generar valiosos aportes para desarrollar
estudios filogenéticos bacterianos. La bioinformatica
como herramienta, apoyard los estudios sobre el
genoma de Chlamydia, para determinacion de tasas de
mutacion y otros eventos moleculares en el estudio de

este interesante microorganismo.
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