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Introduccion

Los miembros de la familia Chlamydiaceae son patdge-
nos que infectan un amplio rango de organismos, asi como
una variedad de protistas como la amiba de vida libre cau-
sante de infecciones cerebrales Acanthamoeba.'

Chlamydia trachomatis es una bacteria intracelular obli-
gada, considerada uno de los patégenos de transmision sexual
prevalentes en el mundo. Las infecciones urogenitales cau-
sadas por C. trachomatis cursan con multiples manifesta-
ciones clinicas incluyendo cervicitis, uretritis y enfermedad
inflamatoria pélvica que puede conducir a abortos e inferti-
lidad; no obstante, la infeccién puede ser asintomatica has-
ta en 80% de los casos.!?

Debido a la gravedad de estas complicaciones, diversos pai-
ses han tomado acciones para reducir la prevalencia de esta
infeccién, sin embargo, el disefio de programas de control epi-
demiolégico se ve obstaculizado porque no se dispone de téc-
nicas que rednan criterios de sensibilidad satisfactorios. La téc-
nica de referencia para el diagnéstico de infecciones por Chla-
mydia sigue siendo el cultivo, la que teniendo una especificidad
de 100%, carece de una buena sensibilidad.?3

Chlamydia requiere cultivos en lineas celulares, siendo és-
tos de alto costo y de dificil mantenimiento en un laboratorio
de rutina, por lo cual muchos laboratorios han abandonado la
préctica de investigacién de Chlamydia en muestras clinicas.*

El diagnéstico de infecciones por C. trachomatis en nues-
tro medio se basa fundamentalmente en las manifestaciones
clinicas, estrategia que presenta muchas limitaciones en ca-
sos de una alta tasa de infecciones asintomdticas. Por tal
motivo, desconocemos la estimacién de la verdadera preva-
lencia en nuestra poblacién.’

Microbiologia

En 1999 se realiz6 una nueva revision de la familia Chla-
mydiaceae tomando como base los estudios genéticos de
estos microorganismos. Anteriormente la familia contaba
con un solo género Chlamydia y cuatro especies, en la ac-
tualidad la familia se divide en dos géneros Chlamydia y
Chlamydophila. En el grupo Chlamydia se dej6é a Chla-
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mydia trachomatis, Chlamydia psittaci y Chlamydia pneu-
moniae se reubicaron en un nuevo género: Chlamydophila.®
Las clamidias son microorganismos no mdviles, patdge-
nos del humano, en décadas pasadas se les consideraba como
virus por su tamafio pequefio, pueden atravesar filtros de 0.45
um, ademas de ser bacterias intracelulares obligadas. Como
las bacterias Gram negativas, poseen una membrana externa y
una interna, ademds de presentar ambos, dcidos nucleicos.>®
Las clamidias detectadas en el tracto genital humano
poseen en esta regiéon un gen homoélogo a los reportados en
Escherichia coli enterohemorrigica O157 y Clostridium.”3
Las clamidias son bacterias aerobias, utilizan el glutamato
como fuente primaria de carbono complementada por la glu-
cosa-2-oxoglutarato. Las clamidias necesitan ATP de la célu-
la huésped, sin embargo en el andlisis de la secuencia del
genoma se observé que presentan genes que codifican ADP/
ATP translocasas, ATPasa vacuolar y ATPasas flagelares, que
probablemente estdn involucradas en la sintesis ATP.3?
Una caracteristica distintiva de las clamidias es la de pre-
sentar un ciclo biolégico diferente a todas las bacterias, el
cual estd compuesto por la parte infecciosa denominado cuer-
po elemental y un cuerpo reticular. El cuerpo elemental es
resistente a factores ambientales adversos de forma semejante
a una espora, con un didmetro de 0.2 a 0.4 um, en el cuerpo
elemental se encuentran los 4cidos nucleicos ADN y ARN.%10
Presenta antigenos especie-especificos que inducen la
fagocitosis, no tienen actividad metabdlica y no pueden
replicarse fuera de las células del huésped. Su pared celular
carece de peptidoglucano como el presente en las bacterias
Gram negativas, sin embargo contiene D-alanina y carbohi-
dratos ademas de péptidos enlazados a grupos sulfhidrilo.
El lipopolisacarido (LPS) contiene el antigeno O, su es-
tructura es similar al del LPS rugoso que se encuentra en
algunas bacterias entéricas. Los cuerpos elementales se li-
beran de las células del huésped al final del ciclo de infec-
cién e invaden nuevas células blanco. Una vez dentro de
estas células, las clamidias se transforman en cuerpos reticu-
lares, cuyo diametro es de 0.6 a 1.0 um.!!
Estos cuerpos reticulares tienen actividad metabdlica y
se multiplican dentro de las vacuolas formadas por endoci-
tosis en las células del huésped. Los cuerpos reticulares ca-
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recen de ciclo de Krebs, por 1o que deben tomar su trifosfato de
adenosina (ATP) en forma directa de la célula huésped. Las cla-
midias son las tinicas bacterias que tienen translocasa de ATP %12

El cuerpo elemental para su observacién se tifie con Gie-
msa de color azul y por la tincién de Machiavello color rojo.
Los cuerpos elementales de las clamidias en su membrana
externa secretan proteinas extracelulares ricas en cisteina,
unidas de forma cruzada a puentes disulfuro, proporciondn-
doles al cuerpo elemental proteccién y forma.'?

Las proteinas ricas en cisteina incluyen la proteina MOP
presente en la membrana externa, se expresa en la envoltura
del cuerpo elemental, tiene un peso molecular de 40 kDa,
constituye el 60% del total de las proteinas de la membrana
externa, esta codificada por el gene ompl, tiene funcién de
porina, se glicosila postraduccion, al parecer juega un papel
en la adherencia electrostitica, esta proteina contiene anti-
genos de superficie.'

Otra proteina que se encuentra en el espacio peripldsmico
con un peso molecular de 69 kDa, codificada por el gene omp2,
proporciona a las clamidias integridad semejante a la del pep-
tidoglucano, el cuerpo reticular no contiene esta protefna.'>1°

La proteina codificada por el gene omp3 con un peso
molecular entre 12-15 kDa es una proteina hidrofilica que
ayuda en la adhesién a las células del huésped. Reciente-
mente se han encontrado dos proteinas de choque térmico
en la envoltura de las clamidias, la proteina 70HSP en muje-
res con enfermedad pélvica asociada a C. trachomatis, y la
proteina 69HSP.!6:17

En estudios realizados sobre infertilidad y embarazos
ectdpicos se han detectado titulos altos de anticuerpos anti-
HSP60, en contraste con la proteina anti-HSP70 los cuales
se han reportado con inmunidad protectora.

Por microscopia electrénica, se ha observado en la membrana
externa de las clamidias unas proyecciones hemisféricas, seme-
jantes a cilios especializados de superficie, al parecer al cuerpo
elemental le sirven para adherirse a las células del huésped.'®

Las clamidias poseen antigenos especificos, se pueden detec-
tar anticuerpos contra estos antigenos con la técnica de fijacién
de complemento o por inmunofluorescencia. Los antigenos es-
pecificos de especie son protefnas de membrana externa.'*?

El genoma de las clamidias es muy pequefio, contiene
aproximadamente 600 kb, 58.7% de A-T corresponde a la
cuarta parte del tamafio del cromosoma de Escherichia coli,
ademds se conoce que C. trachomatis posee un plasmido
criptico en su cromosoma.”!2

Los andlisis de los genomas de las clamidias, muestran
que codifica para 875 proteinas aproximadamente, el 70 de
éstas son exclusivas de C. trachomatis.

También con el andlisis se observé que la region cercana
al origen de la replicacion del cromosoma de las clamidias
es donde existe la mayor diversidad, esta regién incluye
genes que controlan la sintesis del triptéfano y su utiliza-
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cién se ha relacionado con la mediacion del interferén gam-
ma (IFNy) en el desarrollo de la infeccién persistente.

Epidemiologia

Chlamydia trachomatis, tiene una distribucién mundial,
produce tracoma (queratoconjuntivitis crénica), enfermedad
oculogenital, neumonia y linfogranuloma venéreo (LGV).
La infeccién causada por esta bacteria es una enfermedad de
transmisién sexual con mayor incidencia.>?!

La OMS estim6 que en 1995 ocurrieron 89 millones de ca-
sos en el mundo. En EU de Norteamérica, las infecciones por C.
trachomatis son las que mas cominmente son reportadas con
4.5 millones de casos anualmente. Las infecciones por C. tra-
chomatis se dan en todas las sociedades, en paises en desarrollo
la enfermedad es mds comtin entre grupos de niveles socioeco-
némicos bajos, las mujeres tienen mayor riesgo de pasar de
forma asintomatica que los hombres. 202!

En paises industrializados la principal transmision de la in-
feccidn es sexual, estimdndose que en EUA se reportan aproxi-
madamente 4 millones de casos al afio, de infecciones por esta
bacteria, la incidencia es de un 5% en mujeres adolescentes y
un 10% en mujeres adultas con vida sexual activa.?

Otro problema causado por C. trachomatis en personas
infectadas, especialmente el serotipo G, es el riesgo a desa-
rrollar cdncer cervical, en Asia y Africa es la principal cau-
sa de ceguera.

El LGV es una infeccién severa causada por C. tracho-
matis, es transmitido via sexual, su frecuencia en Norteamé-
rica y Europa es baja, sin embargo en Africa, Asia y América
Latina es comtn.??>%3

La deteccion de C. trachomatis en mujeres es importante,
ya que éstas pueden transmitir la enfermedad a su pareja; si
la mujer estd embarazada, ésta lo transmite al recién nacido,
ademads si no recibe tratamiento puede sufrir complicacio-
nes como un embarazo ectdpico e infertilidad.

Importancia clinica

Las clamidias pueden producir diversos cuadros clinicos,
algunos como uretritis, cervicitis, enfermedad pélvica inflama-
toria, epididimitis y proctitis. En la mujer produce cervicitis
que es la infeccién mds frecuente que se presenta. Sin embargo,
el 70% de las mujeres infectadas cursan como asintométicas, el
tercio restante presenta evidencias clinicas como flujo vaginal,
dolor pélvico o abdominal, sangrado o disuria.*

La presencia de la disuria puede incluir una uretritis, lo
que sucede en un 35% de los casos, en otros s6lo estd com-
prometida la uretra y la infeccién uretral se manifiesta como
piuria o disuria con cultivo negativo. Otras manifestaciones
clinicas son la endometritis, enfermedad pélvica inflamato-
ria o abscesos en las glandulas de Bartholin, que pueden dar
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lugar a oclusiones tubdricas y esterilidad. Aunque el sitio
inicial de la infeccidn es el cérvix, la uretra y el recto tam-
bién pueden verse afectados.>®

Las complicaciones debido a infecciones por C. tracho-
matis son: infeccidon vaginal, endometritis. La infeccién en
el hombre por esta bacteria es la uretritis no gonocdcica,
aunque la uretritis generalmente resulta con descarga mu-
coide, se reconoce un espectro que va desde la ausencia de
la descarga a una descarga purulenta.

Las infecciones por C. trachomatis en hombres hetero-
sexuales generalmente son uretrales y en mas del 50% son
asintomdticos. En el hombre también pueden presentarse
complicaciones como epididimitis o infeccién en los duc-
tos espermadticos de los testiculos.

El linfogranuloma venéreo LGV es una enfermedad sisté-
mica producida por C. trachomatis por los serotipos Li, L2,
L3 Ia infeccién se inicia como una pdpula o vesicula en
genitales, después se transforma en tdlcera indolora que pue-
de curar sola. La infeccién puede diseminarse por via linfa-
tica de tal forma que desde el inicio se produce una adenitis
inguinal que se reblandece y forma un absceso que poste-
riormente se vuelve una fistula y se abre hacia el exterior
como una llaga, a este proceso le sigue una fase de esclerosis
con formacién de estenosis en el recto, uretra o vagina.*>2°

La infeccién en nifios por C. trachomatis, es la conjutivi-
tis neonatal y una de las causas mds comunes de neumonia,
entre los 5 y 14 dias de nacido se puede presentar una con-
juntivitis purulenta. En algunos casos esta conjuntivitis
puede volverse crénica y producir dafio irreversible en la
cornea, también se puede presentar después de la conjunti-
vitis una neumonia que se caracteriza por tos persistente y
polipnea que a veces es paroxistica. Ademads C. trachomatis
puede producir en el recién nacido otros sindromes como
rinitis, rinofaringitis, otitis y vulvitis.*>

El tracoma es una infeccién importante causada por los
serotipos: A, B, C, de C. trachomatis, es una conjuntivitis
crénica con una marcada reaccién folicular y una hipertro-
fia papilar de la conjuntiva, puede desarrollar cicatrices. Estas
lesiones llamadas trichiasis y entropién son las responsa-
bles de la ceguera por tracoma. La cérnea se dafia por el abrir
y cerrar de los 0jos, y por una infeccién secundaria, dando
como resultado una ceguera.

El periodo de incubacién para la mayoria de las infeccio-
nes oculares con C. trachomatis es de 1a 2 semanas aproxi-
madamente, la presencia de inclusiones citopldsmicas ca-
racteristicas en las células de la conjuntiva es relevante a la
distorsion de las estructuras externas del ojo, interfiere tam-
bién con el flujo lacrimal normal con el crecimiento de las
pestafias hacia dentro y con el funcionamiento glandular,
en consecuencia de esto las infecciones bacterianas de los
globos oculares por efecto del tracoma son frecuentes. To-
dos estos efectos conducen a la pérdida de la vision.
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Se estima que alrededor de 500 millones de la poblacién
humana esté infectada con el serotipo del tracoma a nivel
mundial y que como consecuencia de ello entre 7 y 9 millo-
nes de personas sufren ceguera.

Diagnostico

Existen varios métodos para diagnosticar infecciones por
Chlamydia trachomatis, los mas utilizados son:

Deteccion directa de las muestras, los cuerpos de inclusion
de C. trachomatis contienen glucégeno, que se tifien con yodo
y Giemsa, después de incubar 48 a 72 h, los cubreobjetos se
extraen y se tifien. Si existe un gran nimero de clamidias el
diagndstico se establece con facilidad por las técnicas de tin-
ci6én de Giemsa o Gimenez, que permiten distinguir las inclu-
siones por su color de reaccién, morfologia y localizacién.!”-?’

Las inclusiones se localizan dentro del citoplasma de las
células epiteliales, a menudo su ubicacion es perinuclear, sin
embargo se requiere de microscopia especializada en las cé-
lulas epiteliales del raspado conjuntival tefiido con anticuer-
pos fluorescentes o Giemsa, se observan inclusiones citoplas-
micas tipicas, esta técnica es mis sensible para el diagndstico
de infecciones oculares en recién nacidos y en uretritis.?’

Inmunofluorescencia directa. Se realiza con anticuerpos
monoclonales dirigidos contra el antigeno especifico o el
LPS de membrana y sobre la proteina principal de la mem-
brana externa de C. trachomatis.”

Los antigenos son detectados en las células obtenidas
del sitio infectado con el empleo de anticuerpos monoclo-
nales conjugado con fluorocromo (isocianato de fluorescei-
na). Los cuerpos elementales son las formas infecciosas que
se observan en muestras clinicas, son pequefios, de forma
redonda. La presencia de células epitelio columnar aumenta
la sensibilidad en un 80-90% de la prueba y una especifici-
dad del 98-99%. Es un método sensible para detectar con-
juntivitis de inclusién.?%-30

El cultivo es el método mds sensible considerado como
la prueba de oro para el diagndstico de infecciones causadas
por C. trachomatis, del tracto genital tanto en hombres como
en mujeres, tiene una sensibilidad de 70-85%, las muestras
indicadas son las uretrales de hombres y mujeres asintoma-
ticas, las nasofaringeas, rectales, vaginales de nifias prepu-
beres y en casos de abuso sexual.?!

C. trachomatis es una bacteria intracelular obligada, re-
quiere de una célula hospedera para su desarrollo y multi-
plicacion. Las lineas celulares mds utilizadas son las células
McCoy (fibroblastos de ratén), HeLLa 299 (carcinoma huma-
no), las BHK-21 (células de ovario de hdmster) y reciente-
mente las células BGMK 3233

El aislamiento también puede realizarse por inoculacion
en el saco vitelino de huevos de pollos embrionados de 6-8
dias de edad. Las lineas celulares se tratan con irradiacion,



dextran, ciclohexamida para aumentar la sensibilidad del
aislamiento. Antes de inocular la muestra, ésta se puede so-
nicar para romper las células del huésped y permitir que los
cuerpos elementales se separen.’?

La linea celular que con mayor frecuencia se utiliza es la
McCoy tratada con ciclohexamida, el cultivo se propaga en
una monocapa sobre un cubreobjetos inoculado con las
muestras, si hay suficiente nlimero de cuerpos elementales
de clamidias ellos infectardn las células y crecerdn en forma
de inclusiones citopldsmicas, luego de ser infectadas, las
inclusiones pueden observarse después de 48-72 h de incu-
bacién y tefiidas con anticuerpos marcados con fluoresceina
que se ligan al LPS de la clamidia, otros reconocen especifi-
camente la proteina de membrana externa, la observacion
directa de las inclusiones que posee una morfologia distin-
tiva contribuye al 100% de especificidad.?!

Determinacién de anticuerpos por la técnica de ELISA:
esta técnica se basa en la deteccidon inmunohistoquimica de
antigenos de LPS de géneros especificos. En la actualidad
se comercializa un gran nimero de estas pruebas. La técnica
inmunoensayo enzimdtico para la determinacién de anti-
cuerpos de C. trachomatis permite el andlisis de diferentes
muestras, los resultados se obtienen en 4 h. Se detectan anti-
genos del LPS especificos de género extraidos de los cuer-
pos elementales de las muestras, los cuales son mds abun-
dantes y mds solubles que la proteina principal de membra-
na externa.’*

Técnicas moleculares: Con los recientes desarrollos de
métodos moleculares para detectar patégenos especificos,
éstos han revolucionado el diagndstico de las enfermedades
de transmision sexual basados en pruebas de amplificacion
de 4cidos nucleicos, pueden usar muestras de orina, hisopa-
dos vaginales disminuyendo la necesidad de los exdmenes
fisicos y aumentando la especificidad y sensibilidad.’%3

La primera técnica molecular implementada utiliz6 una
sonda de DNA quimioluminiscente, la cual se hibridaba con
una secuencia de rRNA 16S especifica de especie de clami-
dias. Las clamidias poseen 10 a 4 copias de estos RNA.30

Una vez formados los hibridos éstos se absorben sobre
esferas y la cantidad de quimioluminiscencia se detecta en
un luminimetro, esta técnica tiene una sensibilidad del 85%
y una especificidad del 98-99%. Debido a la dificultad en el
diagnéstico y a los avances cientificos y tecnoldgicos se
han venido implementando técnicas alternas de valoracién
de las clamidias a escala molecular basados en la técnica de
PCR (reaccién en cadena de la polimerasa) y LCL (reaccion
en cadena de la ligasa).38

Estas pruebas son muy sensibles, proporcionan un alto
grado de especificidad, lo que contribuye a la obtencién de
resultados de Optima calidad. La PCR es una técnica que
permite detectar un bajo nimero de copias de DNA de cla-
midias, lo que la hace més sensible que otras pruebas.
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El método comercial disponible es el AMPLICOR CT
PCR (Roche Molecular System), en ensayo disponible co-
mercialmente y automatizado que proporciona un control
interno y una mezcla maestra para PCR. El control interno
contiene regiones de unidn al primer especifico. Se amplifi-
can ambos, la C. trachomatis y el blanco de DNA, seguida
por una deteccion selectiva de cada amplificacién. %3740

En el ensayo de la reaccién en cadena de la ligasa se
emplean cuatro oligonucledtidos sintéticos (2 por cadena
de DNA), que hibrida sitios especificos en el plasmido crip-
tico, una vez hibridados los oligos, aquel intervalo comple-
mentado por el DNA polimerasa es sellado por la enzima
ligasa, este proceso de dos pasos de llenado y cerrado del
intervalo hace que la LCR sea muy especifica en teorfa.’**!

El producto de la LCR es detectado en un aparato auto-
matizado que usa un sistema de captura inmunocolorimétri-
co. Las técnicas de amplificacién son muy ttiles para el
diagndstico de uretritis en hombres o uretritis en cervicitis
en mujeres.*!

Genotipificacion. El andlisis por la técnica de RFLP del
gen Omp-1 amplificado que codifica para la proteina de
membrana externa MOMP, es simple y rdpido, es una herra-
mienta poderosa para estudios epidemioldgicos.*?

Este método permite la diferenciacién de serotipos, sero-
variantes y genovariantes. La técnica se realiza amplifican-
do el gen Omp-1, luego se procede a digerir el producto
obtenido mediante enzimas de restriccion, el resultado es el
patrén de bandas por electroforesis para cada clamidia.*>**

Otra técnica es el método de secuenciacién directa. La
técnica reconocida como prueba de oro para la genotipifica-
cién de cepas, permite identificar variantes de genes que
caracterizan los serotipos de C. trachomatis.*

Conclusiones

Chlamydia trachomatis es uno de los patégenos de trans-
misién sexual predominantes en el mundo. Las limitaciones
técnicas para su diagnéstico dificultan la estimacion de su
verdadera prevalencia en paises en desarrollo, por lo que
hay que implementar técnicas mds sencillas y menos costo-
sas para la realizacién de un buen diagndstico y evitar con
esto complicaciones graves en el humano.
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