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Validez de las tinciones de Giemsa y Lendrum
en frotis conjuntivales para la identificacion

de Chlamydia trachomatis

Isabel de Ramirez,** Mildred Mejia,* Juan Carlos Garcia de la Riva,*

Federico Hermes* y Carlos Fernando Grazioso?

Con el objetivo de encontrar pruebas diagndsticas confiables, vdlidas y econdmicas para
identificar Chlamydia trachomatis en frotes conjuntivales, se evalud la sensibilidad, especificidad
y los valores predictivos positivo y negativo de las tinciones de Lendrum y Giemsa empleando como
prueba de oro la inmunofluorescencia directa. Asimismo, se estimd la reproducibilidad inter e in-
traobservador empleando dos observadores independientes. Las lecturas se efectuaron a ciegas. La
prevalencia de clamidiasis ocular en la zona del estudio oscilaba alrededor de 50%. En total se estu-
diaron 103 personas (206 ojos). A cada una se le hicieron tres frotis de cada ojo. Para estimar la re-
producibilidad de las tinciones, se empled el estadistico kappa. La reproducibilidad interobservador
fue nula y la reproducibilidad intraobservador varid entre 0,35 y 0,79. La sensibilidad de ln tincion
de Giemsa es un poco muis alta que la de Lendrum (28% y 22% respectivamente), y la especificidad,
similar (82% y 85%, respectivamente). Por consiguiente, la capacidad de ambas tinciones para de-
tectar casos positivos es baja, asi como su confiabilidad. Las tinciones de Lendrum y Giemsa no cons-
tituyen pruebas adecuadas para el diagndstico de clamidiasis ocular. Para este propdsito se reco-
mienda utilizar la inmunofluorescencia directa.

Las infecciones oculares por Chlamydia
trachomatis constituyen un problema impor-
tante de salud. En diferentes zonas de Gua-
temala, se han detectado prevalencias de in-
feccién clinicamente activa de hasta 60% a
través del Programa de Prevencién de la
Ceguera del Comité Nacional Prociegos y
Sordos.

En estas dreas hiperendémicas, el
diagnéstico de conjuntivitis de inclusién se
basa generalmente en la clinica. Sin em-
bargo, para establecer el diagnéstico indivi-
dual y, en ocasiones, obtener datos objetivos
para programas de salud piiblica es necesa-
rio disponer de métodos de diagndstico de

1 Hospital de Ojos y Oidos “'Dr. Rodolfo Robles V", Gua-
temala, Guatemala. Direccién postal: CeSSIAM, Hos-
pital Dr. Rodolfo Robles, Diagonal 21, calle 19, zona 11,
Guatemala, Guatemala 01011.

2 Centro de Estudios en Sensoriopatias, Senectud, Impe-
dimentos y Alteraciones Metabdlicas (CeSSIAM), rama
de investigacién para el Comité Nacional Pro Ciegos y
Sordos de Guatemala.

laboratorio confiables, validos y accesibles que
permitan confirmar el diagnéstico clinico.

El diagnéstico de las infecciones por
clamidias se puede establecer mediante tres
métodos de laboratorio: citologia, aisla-
miento por cultivo y serologia. La citologia esta
disponible desde 1909 y es el que suele usarse
en nuestro medio con la tincién de Giemsa.
La infeccién se identifica por las caracteristi-
cas inclusiones infracitoplasmadticas. La ven-
taja del método es la facilidad de su empleo.
La sensibilidad de la tincion de Giemsa para
las conjuntivitis del neonato, comparada con
el cultivo, es de 95% (1). Para las conjuntivitis
del adulto, es de 45% (2) y la de la inmuno-
fluorescencia, 85%. No obstante, esta pro-
porcién solo se alcanza si se trabaja con
muestras de buena calidad y el diagnéstico lo
realiza un observador experimentado (I, 2).

Dadas estas desventajas de la tincién de
Giemsa, se decidié evaluar la validez de la
tinciéon de Lendrum, una coloracion especi-
fica para cuerpos de inclusién descrita por



Lendrum en 1947. En esta tincién se emplea
floxina, tartracina y hematoxilina de Mayer y
el tiempo de tincién oscila entre 45 minutos y
una hora. Los nicleos celulares se tifien de
azul, los cuerpos de inclusién, de rojo y el resto
de la célula, de amarillo, con lo que tedrica-
mente se logra un contraste que facilita la ob-
servacion de los cuerpos de inclusion (3, 4).
Aunque algunos métodos citolégicos, como
la inmunofluorescencia, tienen una sensibi-
lidad y especificidad adecuadas, requieren un
equipo especial de microscopia y son mds
€ostosos.

El objetivo de este estudio fue conocer
la confiabilidad (repetibilidad intra e interob-
servador) y la validez de la tincién de Len-
drum para el diagnéstico de las infecciones
oculares por Chlamydia trachomatis y deter-
minar si constituye un método diagnéstico
alternativo a la tincién de Giemsa.

MATERIALES Y METODOS

El estudio se realiz6 en la aldea de
Pampojild, municipio de San Lucas Toliman,
Departamento de Solold, situada a 135 km al
oeste de la capital de Guatemala.

Enla zona de estudio, la prevalencia de
infecciones clinicas por clamidias oscila alre-
dedor de 50%. En esta investigacion se inclu-
yeron 103 personas (206 ojos), cuyas edades
estuvieron comprendidas entre los 3 y los
80 afos.

Los frotis se obtuvieron por raspado
conjuntival con espatula de Kimura. Esta es-
péatula se utilizé en lugar del hisopo, porque
con ella se obtienen muestras de mejor cali-
dad y contenido celular. Se tomaron mues-
tras de ambos ojos y en total se estudiaron 206
frotis con cada una de las tres técnicas: in-
munofluorescencia directa, Giemsa y Len-
drum. Los frotis fueron evaluados a ciegas por
dos observadores independientes. Para con-
siderar los frotis evaluables, se tuvieron en
cuenta factores como la cantidad de células,
la calidad de la tincién, la presencia de otras
células, etc. Para este estudio, un frotis eva-
luable se defini6 como aquel que contenia una
buena cantidad de células intactas (como mi-

nimo, 10 en un campo de 20 aumentos), para
poder visualizar cuerpos de inclusién en caso
de que los hubiera.

El patrén de referencia utilizado (es-
tandar de oro) fue la inmunofluorescencia di-
recta (IFD Chlamydia trachomatis, Direct Spe-
cimen, Direct Antigen Detection System,
Kallestad Diagnostics, Pathfinder, Texas)
(5—8). Los frotis marcados con anticuerpos
fluorescentes fueron evaluados por dos obser-
vadores simultdneamente en un microscopio
de dos cabezas. El diagndstico final se esta-
blecié por consenso de ambos observadores.

Para estimar la reproducibilidad intra e
interobservador, se utilizé el estadistico kappa
(k), que evalia la concordancia entre obser-
vadores, teniendo en cuenta la concordancia
debida al azar (9—11). Asimismo, se evalud la
validez de las tinciones en el diagnéstico de la
infeccién por clamidias calculando su sensi-
bilidad, especificidad y los valores predicti-
vos positivo y negativo (10). Por tiltimo, se
calcularon los intervalos de confianza de
95% (IC95%) de k, de la sensibilidad y de la
especificidad.

RESULTADOS

De un total de 206 frotes disponibles
para inmunofluorescencia directa, 194 se cla-
sificaron como evaluables. De ellos, 112 (58%)
se clasificaron como positivos para clamidia-
sis por consenso de los dos observadores.

La tincién de Giemsa se evalud en dos
ocasiones diferentes. En la primera lectura, el
observador 1 detectd, de 186 frotis evalua-
bles, 41 positivos (22%) y en la segunda lec-
tura, 38 positivos (20%). Por su parte, en la
primera lectura, el observador 2 detect6, de
158 frotes evaluables, 11 positivos (7%) y en
la segunda, 28 positivos (15%) de 186 evalua-
bles (cuadros 1y 2).

La tincién de Lendrum se evalud de la
misma manera. En la primera lectura, el ob-
servador 1 detectd, de 188 frotis evaluables, 22
positivos (12%), y en la segunda lectura, de
196 frotis evaluables, 9 positivos (4%). Por su
parte, en su primera lectura, el observador 2
detectd, de 172 frotis evaluables, 25 positivos
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CUADRO 1. Datos necesarios para calcular
la sensibilidad, especificidad y los valores
predictivos positivo y negativo de las pruebas
evaluadas por el observador 1

Prueba (lectura)

Resultados Giemsa Giemsa Lendrum Lendrum

de la prueba 1 2 1 2
Positivo verdadero 41 38 22 9
Negativo verdadero 74 72 74 76
Positivo falso 8 10 5 4
Negativo falso 63 66 87 101

CUADRO 2. Datos necesarios para calcular
la sensibilidad, especificidad y los valores
predictivos positivo y negativo de las pruebas
evaluadas por el observador 2

Prueba (lectura)

Resultados Giemsa Giemsa Lendrum Lendrum
de la prueba 1 2

Positivo verdadero 11 28 25 30
Negativo verdadero 51 56 56 56
Positivo falso 15 21 20 19
Negativo falso 81 79 71 65

(14%), y en la segunda lectura, de 170 frotis
evaluables, 30 positivos (17%) (cuadros 1y 2).

Los valores de la sensibilidad y especi-
ficidad, y los IC95% correspondientes, de las
tinciones obtenidos en la primera y segunda
lecturas por ambos observadores se presen-
tan en los cuadros 3 y 4. Los valores predic-
tivos de ambas tinciones aparecen en el
cuadro 5.

Los dos observadores examinaron los
frotis dos veces, independientemente y a cie-
gas. Los valores de la reproducibilidad intra
e interobservador figuran en el cuadro 6.

DISCUSION

Los factores del huésped y del am-
biente determinantes de las infecciones por C.
trachomatis son la edad (los nifios son el prin-
cipal reservorio), el sexo (las mujeres tienen
conjuntivitis mas grave) y el clima (las regjo-
nes dridas, las temperaturas altas y el mal
abastecimiento de agua se asocian con mala
higiene, favorecen la proliferacion de moscas
y aumentan la incidencia estacional de oftal-

CUADRO 3. Sensibilidad y especificidad e intervalos de confianza de 95% correspondientes
(entre paréntesis) de la tincion de Giemsa evaluada por dos observadores en dos lecturas

independientes y a ciegas

Observador 1

Observador 2

Lectura 1 Lectura 2 Lectura 1 Lectura 2
Sensibilidad 39% 12% 26%
(49,0-32,0) (42,8-29,2) (17,1-6,9) (32,6—19,4)
Especificidad 90% 88% 7% 73%
(90,4-89,5) (92,6-83,4) (83,6-70,4) (79,7-66,3)

CUADRO 4. Sensibilidad y especificidad e intervalos de confianza de 95% correspondientes
(entre paréntesis) de la tincién de Lendrum evaluada por dos observadores en dos lecturas

independientes y a ciegas

Observador 1

Observador 2

Lectura 1 Lectura 2 Lectura 1 Lectura 2
Sensibilidad 20% 26% 32%
(25,7-14,3) (11,8-4,1) (32,5-19,5) (42,1-27,9)
Especificidad 93% 95% 74% 75%
(96,6-89,4) (98,1-91,9) (80,5-67,4) (81,5-68,5)




mia bacteriana aguda) (2, 12). Aunque la fre-
cuencia de estos factores en las poblaciones
estudiadas es baja, las condiciones higiénicas
no son satisfactorias y, porlo tanto, favorecen
la transmisién de Chlamydia trachomatis.

En este estudio se utilizo la prueba de
inmunofluorescencia directa como método
de referencia para determinar la sensibilidad
y especificidad de las tinciones utilizadas. La
sensibilidad y la especificidad de esta prueba
son, respectivamente, 30y 98% (6, §). Con ella
se observé que, de los 206 frotes estudiados,
112 (58%) presentaban cuerpos elementales
de C. trachomatis. La deteccién con la tincién
de Giemsa vari6 de 11 a 41 frotes positivos, lo
cual constituye un porcentaje bastante bajo
(entre 7 y 22%), y el de la tincién de Len-
drum, de 9 a 30 frotes positivos (de 4,5 a 17%).
Los datos de los valores predictivos positivo
y negativo indican que el porcentaje de casos
positivos verdaderos que se estin detectando
con la tincién de Giemsa es, en promedio, 66%
y el de negativos verdaderos, 53%. El valor
predictivo positivo de Ia tincién de Lendrum
fue, en promedio, 66% entre la primera y se-
gunda lecturas y el valor predictivo negativo

CUADRO 5. Valores predictivos positivo
(VP+) y negative (VP —) de las pruebas
evaluadas

Observador 1 Observador 2

Prugba

{lectura) VP + VP - VP+ VP -
Giemsa (1) 84 54 42 39
Giemsa (2) 79 79 57 41
Lendrum (1) 81 46 55 44
Lendrum (2) 69 43 61 46

fue, en promedio, 45%. Por consiguiente, las
tinciones de Giemsa permiten detectar méas
positivos verdaderos.

A partir de los datos obtenidos se puede
observar que con los métodos citolégicos se
detectan 66% de los casos verdaderamente
infectados, porlo que se deben considerar al-
ternativas aplicables que aumenten la sensi-
bilidad de la prueba diagnéstica. Ademas, la
reproducibilidad intra e interobservador de-
muestra que estas tinciones no son reprodu-
cibles y que su sensibilidad es baja en rela-
cién con la inmunofluorescencia directa.

El propésito de este estudio era encon-
trar una prueba diagnoéstica alternativa utili-
zable en laboratorios con recursos limitados,
de bajo costo, y que tuviera una sensibilidad
y especificidad elevadas. Se crey6 que la tin-
cién de Lendrum podria cumplir estas con-
diciones. Los resultados obtenidos muestran
que la tincién de Giemsa es ligeramente més
sensible que la de Lendrum, pero la especi-
ficidad de ambas es similar. Ademas, la tin-
cién de Giemsa sigue siendo el método de uso
rutinario para el diagnéstico de infecciones por
clamidias en medios con recursos limitados,
si bien su sensibilidad y especificidad no se
ajustan a los requisitos ideales.

La tincién de Lendrum como técnica
alternativa de tincién no tiene valor préctico
para uso rutinario. La inmunoftuorescencia
directa es la prueba recomendable en este
caso, dada la poca validez de las pruebas eva-
luadas, por lo que se recomienda usar la in-
munofluorescencia directa para el diagnés-
tico de laboratorio, siempre que sea posible.
Por dltimo, como muestran los resultados
obtenidos, la reproducibilidad de las pruebas
evaluadas es baja.

CUADRO 6. Resultados del estudio de Ia reproducibilidad intra e interobservador (kappa e intervalos

de confianza de 95%) de las dos pruebas evaluadas

Observador
Reproducibilidad Tincién 1 2
Intraobservador Giemsa 0,79 (0,64-0,93) 0,35 (0,21-0,49)
Lendrum 0,50 (0,38-0,64) 0,51 (0,35-0,66)
Interobservador Giemsa 0,00 0,24 (0,09-0,39)
Lendrum 0,14 (0,003-0,29) 0,00
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their readings. The prevalence of ocular chia-
mydiosis in the study area was around 50%. In
all, 103 persons (206 eyes) were studied. Three
smears from each eye were taken for each sub-
ject. The kappa statistic was used to estimate the
reproducibility of the stains. Interobserver re-
producibility was null, and intraobserver re-
producibility ranged between 0.35 and 0.79. The
sensitivity of the Giemsa stain was a bit higher
than that of the Lendrum stain (28% and 22%,
respectively), and the specificity was similar (82%
and 85%, respectively). Based on these results,
the ability of both stains to detect positive cases
was judged to be low, as was their reliability. The
Lendrum and Giemsa stains are not adequate
tests for the diagnosis of ocular chlamydiosis. For
this purpose the use of direct immunofluores-
cence is recommended.



