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RESUMEN

Realizamos un trabajo prospectivo en |,569 pacientes de la Clinica “Fran-
cisco Pizarro” - IPSS, para evaluar la utilidad diagnéstica de la observacion
empirica en nuestro laboratorio: adicionando a la coloracion del Papanicolauo
una solucion de Wright bufferizada se visualizaban inclusiones citoplasmaticas
en citologias cérvico-vaginales, sugestivas de infeccidén clamidiasica con el
Papanicolaou.

Tuvimos 2 grupos de pacientes, el criterio de seleccidn para ef grupo A
fue la presencia de células multivacuoladas y para el B la presencia de gra-
nulos (sin ser incluidos en una vacuola) en el citoplasma de células epiteliales
intermedias bajas o células parabasales.

Se obtuvieron 7 pacientes en el grupo Ay 16 en el B.

Obtuvimos 2 laminas gemelas de secrecion cérvico-vaginal de cada pa-
ciente antes y después del tratamiento, una coloreada con el Papanicolaou y
la otra con nuestra variante. La prueba terapéutica fue hecha con doxiciclina
(efectividad tomada para el analisis estadistico = 0.9) en dosis oral de 100
mgr cada 12 horas por 7 dias, después de 7 dias de la ultima toma se obtu-
vieron las muestras de control. :

En el grupo A, de las 7 pacientes, 6 mostraron inclusiones citoplasmaticas
con la coloracion variante de nuestro laboratorio y 2 pacientes mostraron
dichas inclusiones con el Papanicolaou. Se demostré con la prueba estadis-
tica Binomial que probablemente 6 de las 7 pacientes tuvieron.infeccién por
clamidias (p=0.372) y que en el 100% de los casos nuestra coloracion va-
riante demostrd inclusiones citoplasmaticas, mientras que el Papanicolaou
fo hizo en el 33%. Lo anterior fue corroborado morfologica y estadisticamente
(p=0.124) en las laminas controles con la negatmzac;lon post-tratamiento
de las células multivacuoladas.

En relacion al criterio citolégico se seleccion del grupo B de pacientes,
se ha concluido que los granulos intra-citoplasmaticos que se hallan en las
células parabasales o en las intermedias bajas, no tienen ninguna relacién
con clamidias.

Finalmente, se demostro la utilidad de nuestra coloracion variante (su-
perior al Papanicolaou) en el diagnostico de clamidiasis cérvico-vaginal.
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SUMARY

A prospective study with 1569 patients from Francisco Pizarro Clinic-Ipss
was designed to assess diagnostic improvement with the addition of buffered
Wright solution to standard Papanicolaou staining technique, to enhance visual-
ization in cervicovaginal smears as it had been observed empirically in our lab
setting.

Patients were divided into two groups. Group A selection criteria was the
presence of multivacuolated cells and Group B selection criteria was the pres-
ence of non vacuole-included granules in the cytoplasma of lower intermediate
epithelial cells and parabasatl cells.

Seve patients were included in Group A and 16 in Group B.

Two slides for each patient vaginal smear were obtained before and af-
ter treatment, one coloured with Papanicolaou stain and another with the stain-
ing variant. Patients received oral doxycicline 100 mg. Bid for 7 days. For sta-
tistical analysis 0.9 was fixed as effectivity index. Post-treatment vaginal smear
samples were obtained a week after completing treatment.

Six out of seven Group A-patients showed cytoplasmic inclusions coloured
with the staining variant. Only two patients showed these inclusions with Papa-
nicolaou stain. A binomial statistical test demonstrated that 6 of 7 patients had
chlamydial infection (P=0.372) and with staining variant 100% of cases showed
this characteristic. All of these findings were confirmed morphologycally and
statistically (P=0.124) with the control smear slides showing post-treatment
absence of multivacuolated cells.

Concerning the cytologic selection criteria for group B-patients it was concluded

that intra-cytoplasmic granules found in parabasal or lower intermediate cells
had no relationship with chlamydia.
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. INTRODUCCION

Las infecciones por Chlamydia trachomatis, cada vez son mas frecuentes
en el mundo, especialmente las infecciones en los 6rganos sexuales.

El mayor problema que presenta en la actualidad la deteccion de los
pacientes por este tipo de microorganismo patdgeno intracelular, es que el
diagnostico definitivo se basa en su aislamiento a través de los cultivos celu-
lares (circunscritas solo a los laboratorios de investigacion), que mediante la
coloracion con sustancias yodadas, las células cultivadas infectadas por
clamidias evidencian las inclusiones caracteristicas dentro del citoplasma;
para resolver dicho problema de diagndstico se esta utilizando en la actuali-
dad pruebas inmunologicas (3,10,18) ( en nuestro pais son escasos los la-
boratorios que cuentan con dichas técnicas y en el IPSS no lo tenemos),
pero cuya especificidad y sensibilidad no es igual a la de los cultivos; el
costo de los cultivos celulares y de las pruebas inmunologicas son relativa-
mente altos como para ser utilizados rutinariamente.

El diagnostico de clamidias especialmente las cérvico-vaginales me-
diante la citologia (Papanicolaun) no es concluyente, porque no sélo no se
observa en todos los casos las inclusiones citoplasmaticas de las células
infectadas, sino que tampoco todas las inclusiones citoplasmaticas obser-
vadas corresponden a clamidias (2,4,7,8). Por ello, el gran volumen de pa-
cientes en todo el mundo que anuaimente realiza el despistaje citolégico de
cancer cervico-vaginal no es aprovechado a cabalidad (en cuanto a infeccio-
nes por clamidia); por lo que es importante contar con un método de diag-
nostico que ademas de servir para el diagnostico de cancer, sirva también
para el diagnostico de clamidias (15)

En nuestro laboratorio, empiricamente observamos que adicionando a
la coloracion de Papanicolaou (PAP) una soluciéon de Wright bufferizada ob-
teniamos una variante de la coloracion (PAP-V), que mostraban inclusiones
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citoplasmaticas en citologias cérvico-vaginales sugestivas de infeccién
clamidiasica con el PAP; por ello el presente trabajo prospectivo fue hecho
para evaluar nuestra PAP-V en el grado de certeza diagnostica de clamidias,
ya que de este modo habremos dado un paso muy importante en el diagnos-
tico de clamidias, puesto que todo el caudal de pacientes de los despistajes
de céancer cérvico-vaginal nos servira también para detectar los casos de
clamidiasis cérvico-vaginal.
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IIl. MATERIALES Y METODOS

Estudiamos citolégica y prospectivamente durante marzo-julio de 1996
en el Laboratorio de Anatomia Patologica, 1569 pacientes que venian de
los Servicios de Gineco-Obstetricia dela Clinica ‘Francisco Pizarro’-IPSS, la
secrecion cervico-vaginal de cada paciente se extendia en dos laminas (1a-
minas gemelas) fijadas con laca de cabello, una de ellas se coloreé con el
metodo de PAP variante Takahashi (17) y la otra lamina con nuestra variante
(PAP-V).

| El procedimiento del PAP-V es el siguiente:

- Se lavan las laminas durante 3 minutos en agua corriente (con movi-
mientos suaves y constantes de la canastilla).

- Wright bufferizado (2 minutos)

Enjuagar en agua corriente

Alcohol etilico al 70% (5 inmersiones)

Alcohol etilico al 70% (5 inmersiones)

Agua destilada (5 inmersiones)

Hematoxilina de Harris (5 minutos)

Agua destilada (5 inmersiones)

Alcohol etilico al 70% (5 inmersiones)

- CIH al 1%-Alcohol etilico al 70% (2 segundos)

Alcohol etilico al 70% (5 inmersiones)

\ - Alcohol etilico al 70% (5 inmersiones)
- Amoniaco al 3%-alcohol etilico al 70% (30 segundos)

- Alcohol etilico al 70% (5 inmersiones)

- 105 -



Premio KaerLiv '96

- Alcohol etilico al 70% (5 inmersiones)
- Alcohol etilico al 95% (5 inmersiones)
- Orange G (2 minutos)
- Alcohol etilico al 95% (5 inmersiones)
- Alcohol etilico al 95% (5 inmersiones)
- EA-36 (6 minutos)
- Alcohol etilico al 95% (5 inmersiones)
- Alcohol etilico al 95% (5 inmersiones)
- Alcohol absoluto (5 inmersiones) .
- Xilol (2 minutos)
- Xilol (2 minutos)
- Montaje con balsamo de Canada.

El Wright bufferizado se prepar¢ del siguiente modo:

- Solucion de Wright: 2.4 gramos de colorante Wright se disuelve en
un litro de metanol y se deja madurar por 48 horas.

- Solucién buffer: se prepara una solucion madre de Cloruro de Cal- .
cio al 10% en agua destilada, se toma 1 cc de esta solucion y se
disuelve en un litro de agua destilada.

- Se mezcla el colorante Wright con la solucién buffer en una propor-
cion de 4/3 ( en nuestro caso particular para nuestra cubeta de colo-
racion utilizamos 120 cc de colorante Wright con 90 cc de solucion
buffer).

Las baterias de coloracién tanto del PAP como del PAP-V se cambia-
ban cada 200 laminas coloreadas.
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Los criterios citolégicos para elegir a las pacientes, para que ingresen a
la prueba terapéutica con doxiciclina, fueron de 2 grupos:

A- Citologias que muestran células epiteliales con multiples vacuolas
(3 o mas vacuolas en el citoplasma), basandonos en la
fisiopatologia de la clamidia (9,13).

B- Citologias que presentan células epiteliales intermedias bajas o
parabasales, con presencia de granuios intra-citoplasmaticos sin
ser incluidas en una vacuola y que necesitamos investigar para
ver si tiene relacion con clamidias.

Los criterios de exclusion de pacientes fueron que:

La prueba terapeutica no sea aceptada por el paciente y/o su pareja
sexual; hipersensibilidad a las tetraciclinas; que hayan recibido
tetraciclinas o eritromicinas o sulfametoxasol-trimetoprim sistémico hasta
antes de 2 semanas; gestantes; madres que estén lactando; pacientes
con criterios citologicos de vaginitis bacteriana (19), tricomoniasis,
moniliasis, infecciones virales, displasias y canceres.

En ambos grupos, con la primera lamina que cumplia con los criterios
citologicos mencionados, inmediatamente se ingresaba a la paciente para la
prueba terapeutica, ya no se estudiaba la lamina gemela sino hasta después
de obtener las laminas de control, como mas adelante se especifica.

A las pacientes seleccionadas y a sus parejas sexuales se le administro
via oral doxiciclina (100 mg cada 12 horas por 7 dias), tuvieron abstinencia
sexual durante el tratamiento y hasta 7 dias posteriores, fecha en la cual se
tomo el control citolbgico a la paciente (también con doble lamina: una parte
el PAP y otra para el PAP-V).

En el grupo A tuvimos 7 pacientes y en el B 16 pacientes.

Cuando se obtuvieron todas las laminas citologicas (92 laminas en total
que incluyen a las muestras pre-tratamiento como las controles), un perso-
al técnico cubrié los numeros de la rotulacién original de la lamina, lo mez-
clo al azar, luego rotuld con numeracion correlativa y fueron evaluados, de
este modo al momento del estudio de cada lamina no sabiamos si eran lami-
nas pre-tratamiento o controles, asi como también desconociamos si fueron
coloreadas con el PAP o el PAP-V.
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Se considera inclusién citoplasmatica a la presencia forme
intracitoplasmatica que esta dentro de una vacuola en una ceélula epitelial
(14), y cuya busqueda la realizamos con el objetivo de inmersion (100X).

Para la evaluacion estadistica tomamos como eficacia terapeutica 0.9
de la doxiciclina (en relaciéon a las clamidias), que es un promedio de lo
descrito en la literatura (1,6,12). Para el grupo A de pacientes utilizamos la
prueba de probabilidad Binomial y para el B la prueba del Chi cuadrado.

ill. RESULTADOS
En las citologias de las 7 pacientes del grupo A (presencia de células

epiteliales multivacuoladas), la presentacion de las inclusiones
ciptoplasmaticas se observan en la tabla |.
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Tabla I: Hallazgo de inclusiones citoplasmaticas en
la secrecion Cérvico-vaginal de 7 pacientes
que recibieron doxiciclina y que presentan
en su citologia células multivacuoladas. Cli-
nica Francisco Pizarro - IPSS - Marzo - julio

de 1996
PAP PAP-V
PACIENTE PRE-TX POS-TX PRE-TX POS-TX

1 + +
2 +
3 +
4+

5 +
6 + + +
7 +

PAP : Coloraciéon de Papanicolaou

PAP-V : Coloracion variante de nuestro laboratorio
PRE-TX : Pre-tratamiento
POS-TX: Post-tratamiento
+ . Presencia de inclusiones citoplasmaticas
* : Presentaron tanto en el pre como post-tratamiento
células multivacuoladas con ambas coloraciones.
La Tabla Il muestra el efecto de la doxiciclina en relacién a las células
multivacuoladas.

Las Inclusiones citoplasmaticas con la coloracién PAP-V son de color purpu-

ra, el tamario y la forma son variables, se han observado ovoides y tambien
de aspecto de nebulosa (ver Fig. 1-3).
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En la citologia de las 16 pacientes del grupo B (células intermedias
bajas 0 parabasales con granulos intracitoplasmaticos sin ser incluidos en
una vacuola ) (ver Fig. 4), con el PAP se encontraron 15 pacientes positivas
a estos granulos antes del tratamiento, de las cuales 8 se negativizaron y 7
permanecieron positivas post-tratamiento con doxiciclina; mientras que con
el PAP-V fueron 13 pacientes positivas pre-tratamiento, se negativizaron 3y
permanecieron positivas 10 pacientes post-tratamiento.

Tabla I: Hallazgo citologico de células
muitivacuoladas en la secrecidon cérvico-
vaginal de 7 pacientes que recibieron
doxicilina Clinica Francisco Pizarro - IPSS -
Marzo - julio de 1996

PAP PAP-V
PACIENTE PRE-TX POS-TX PRE-TX POS-TX
1 + +
2 + +
3 + +
4 + + + +
5 + +
6 + + + +
7 + +
PAP . Coloracién de Papanicolaou

PAP-V : Coloracion variante de nuestro laboratorio
PRE-TX : Pre-tratamiento

POS-TX : Post-tratamiento

+ : Presencia de células multivacuoladas
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Figuras 1-4: Las figuras 1y 3 muestran las inclusiones citoplasmaticas (IC)
ovoides en células epiteliales vacuoladas; en la figura 2 son del tipo nebulo-
sa. La Fig. 4 muestra los granulos intracitoplasmaticos (G) que no tienen
relacion con Chlamidias. Figs. 1-4: Coloracién variante de Papanicolaou de
nuestro laboratorio; 1000X.

0

Figura 1

Figura 3 Figura 4
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IV. DISCUSION

En el grupo A de pacientes aplicando la prueba Binomial, la probabili-
dad de que las inclusiones citoplasmaticas sean clamidias en los 6 casos
positivos con el PAP-V (efectividad terapéutica de la doxiciclina tomada en
el presente trabajo para él andlisis estadistico = 0.9 es muy alta (p = 0.531);
ademas la probabilidad de que de los 7 casos, 6 correspondan a clamidias
es muy alta (p = 0.372).

El resultado del analisis anterior esta corroborado por la negativizacion
de las. células multivacuoladas (morfologia que es independiente al tipo de
coloracion) post-tratamiento, ya que utilizando la prueba estadistica arriba
citada es probable (p = 0.124) que la negativizacion sefialada se deba a la
ausencia de la infeccion clamadiasica por le tratamiento con doxiciclina y no
es probable que se deba a un hecho casual.

Por lo anterior podemos indicar que en los 7 pacientes del primer grupo,
probablemente 6 tuvieron clamidiasis cérvico-vaginal y que la coloracion PAP-
V en el 100% de los casos hizo evidente las inclusiones citoplasmaticas, no
asi con el PAP donde solo en el 33% de los casos se pudo evidenciar dichas
inclusiones.

En las citologias de las personas 16 pacientes del grupo B se puede
inferir, aplicando la prueba del Chi cuadrado, que si dichos granulos corres-
ponden a clamidias, de 15 positivos con el PAP se espera que negativice a
13.5, sin embargo se han negativizado en 8; de 13 positivos con el PAP-V
se espera que negativice a 11.7 y realmente se han negativizado 3; estas
diferencias son estadisticamente significativas (p<0.01), por lo tanto los gra-
nulos intra-citoplasmaticos en mencién no corresponden a clamidias.

Finalmente, creemos que con la informacion que estamos presentado, la
coloracion del PAP-V es util en el diagnéstico de clamidias, por lo que debe-
mos proseguir la investigacion del PAP-V en relacion con los cultivos celula-
res, de comprobarse la utilidad diagnostica que con este trabajo se ha de-
mostrado, habremos dado un paso muy importante pues el PAP-V es un
método diagnostico sencillo, rapido (menos de 30 minutos), de bajo costo
(adiciona menos de 0.03 dolares americanos al costo del PAP por lamina) y
sobre todo podremos aprovechar al maximo los despistajes anuales de can-
cer cérvico-vaginal para detectar las infecciones por clamidias, que en la
actualidad constituye una de las enfermedades de transmisioén sexual mas
importantes en todo el mundo (20).
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