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RESUMEN

Antecedentes: El tracoma es la causa mas importante prevenible de ceguera y que puede ser
tratable en el mundo. La infeccion de chlamydia trachomatis se encuentra de forma predominante
en la poblacion pobre y de mala higiene, es la causa mas comun de conjuntivitis folicular crénica,
puede generar una infeccion inaparente y persistente en el ser humano. Los niveles actuales de
infeccion en México son desconocidos epidemiolégicamente, el estudio se realizd en una

poblacién rural de Chiapas, en donde se considera una zona endémica.

Método: El estudio se llevo a cabo en el Hospital del Instituto Mexicano del Seguro social, Hospital
Regional de San Andrés de San Cristobal de Ecatepec Chiapas con nifios escolares de 6 a 12
afios de edad con diagnéstico de conjuntivitis folicular en un examen de agudeza visual y revision
oftalmolégica en el Estado de Chiapas, para detectar chlamydia trachomatis se tomaron frotis de

la conjuntiva tarsal inferior y se analizaron con técnicas de Giemsa y de inmunofluorescencia.

Resultados: En el Hospital de San Regional de San Andrés de San Cristobal de Ecatepec en
Chiapas, de un total de 486 nifios de 6 a 12 afios de edad que fueron examinados, se encontré un
30% de conjuntivitis folicular (168 nifios) 25 de ellos positivos a chlamydia trachomatis positiva al

método de inmunoflorescencia y 10 nifios positivos al método de Giemsa.

Conclusién: Con los resultados obtenidos y con los métodos utilizados se encontraron datos por
debajo de lo esperado por ser zona endémica, el nivel de infeccién de chlamydia aunque los
métodos son sensibles, la inmunofluorescencia tiene un 80 a 85% de sensibilidad y un 98% de
especificidad y la técnica de Giemsa con sensibilidad y especificidad de 43 y 100%
respectivamente; hay otros métodos que los superan (cultivo de células Mc Coy y PCR) pero para
nuestro estudio no fue costeable y los resultados son similares a los encontrados en lugares de
baja endemia de tracoma. Los estudios posteriores son necesarios para la vigilancia de los riesgos

visuales en esta zona y para poder tomar medidas sanitarias y de deteccion temprana.
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ANTECEDENTES

La infeccion por Chlamydia trachomatis es de gran importancia a nivel mundial, afecta cerca de
350 millones de personas en todo el mundo en las regiones endémicas, de los cuales cerca de
200 millones implican ceguera o una disminucion significativa en la agudeza visual.! El tracoma es
la primera causa de ceguera evitable. En México se ha detectado Chlamydia en la region conocida
como los Altos de Chiapasz, sin conocerse la prevalencia, los nifios resultan infectados por el
microorganismo se transmite por contacto con la secrecion ocular de la persona infectada o de los
genitales o por las moscas oftalmotropas.3 La evaluacion microbioldgica es muy importante en
paciente con enfermedad conjuntival crénica o atipica. El lugar de la conjuntivitis aguda o crénica
por Chlamydia trachomatis se ha subestimado realmente debido a la dificultad que representa el
diagndstico *. La deteccion de Chlamydia previene, al darse tratamiento, las complicaciones
tardias, por lo que si se conoce el ciclo y las caracteristicas de esta bacteria se debe buscar en
nifos, mujeres embarazadas, mujeres en edad reproductiva y hombres °. La evaluacion

microbiolégica es muy importante en pacientes con enfermedad conjuntival crénica o atipica.

La conjuntivitis por Chlamydia es un término que se aplica en general a la inflamacién de la
mucosa conjuntival y que penetran al organismo a través de endosomas o fagosomas. Las
Chlamydias son incapaces de sintetizar ATP por lo que obliga a mitocondrias de la célula

parasitada a la produccion de ATP® para poder sobrevivir.

La Chlamydia trachomatis es la causa mas comun de conjuntivitis folicular crénica, inicia como un
inflamacion conjuntival con aparicién de foliculos, se manifiesta inicialmente en la edad preescolar
0 escolar y puede generar una infeccidn inaparente y persistir hasta la edad adulta con

complicaciones oculares que pueden provocar ceguera si no se recibe tratamiento oportuno.

CLASIFICACION DE LA CHLAMYDIAS

Chlamydia clamad particula que significa manto, familia de parasitos intracelulares obligados, se

encuentra entre los virus, las rickettsias y las bacterias Gram. Negativass, unico genero llamado
8



chlamydiaceae del chlamydion manto corto género de bacterias Gram negativas facilmente
filtrables y agente causal del grupo de infecciones psitacosis- linfogranuloma-tracoma. Afectan al
ser humano en el aparato reproductor, ojos, aparato digestivo, articulaciones, corazon, sistema
nervioso. Antiguamente llamados Bebsonia® por definicién es una bacteria con ciclo intercelular
obligado que parasita a las células epiteliales columnares® y produce uretritis venérea, tracoma,
linfogranuloma venéreo, conjuntivitis por clamidia, sindrome de Reiter (conjuntivitis, poliartritis e

infeccion genital y ateromas en arterias).

La Chlamydia se clasifica en el grupo de las bacterias cocoides, pequefnas, inmodviles y Gram
negativas de tamafio 0.02 a 0.4 micras aunque presenta unas caracteristicas muy singulares ya
que es un parasito intracelular obligado, como los virus y tiene caracteristicas de las bacterias con

pared celular.

Las Chlamydias tienen un ciclo vital Unico, el microorganismo existe en forma denominada cuerpo
elemental, aproximadamente de 300 nm de diametro, con pared celular rigida, el cuerpo elemental
se adhiere a la célula epitelial y es fagocitado, al encontrarse dentro de la célula su tamafo
aumenta [,000 nm es llamado entonces cuerpo reticulado o inicial; a las 48 horas se multiplica por
fisibn binaria y produce un agregado de cuerpos elementales, una sola célula infectada puede
producir cientos de cuerpos elementales, que se localizan en el citoplasma, cercanos al nacleo y
se observan en citologia como cuerpos de inclusion, éstos pueden liberarse entre 19 y 36 horas e

infectar otras células epiteliales '

Las chlamydias se dividen en 4 especies: Chlamydia trachomatis, Chlamydia pneumoniae,
Chlamydia psittacci y Chlamydia pecorum. Las tres primeras se reconocen como patégenos
humanos.” "' Pertenecen a la familia Chlamydiaceae, género Chlamydia que comprende las
especies de C. Tracomatis y C. Psittaci. Se han identificado varias cepas de C. Trachomatis, en
total 18 serotipos, producen inclusiones intracitopldsmicas compactas, que contienen glucégeno y
que se tifien con yodo y son sensibles a las sulfonamidas, las cepas de C. Psittaci no contienen

glucégeno. Las cepas de C. Trachomatis A, B, Bay C se asocian a tracoma, las cepas D a F con



enfermedades venéreas y conjuntivitis de inclusion y las cepas L1, L2, L2a y L3 con

linfogranuloma venéreo.

ENFERMEDADES PRODUCIDAS POR CHLAMYDIA DE ACUERDO AL SEROTIPO

ESPECIE SEROTIPO ENFERMEDAD

TRACOMATIS D,E,F,G,H,1,JK | MUJERES: URETRITIS, CERVICITIS, SALPINGITIS,
EMBARAZO ECTOPICO, ESTERILIDAD,
ENDOMETRITIS,PERIHEPATITIS.

EN HOMBRES: URETRITIS, EPIDEMITIS,PROSTATITIS,
SX REITER, CONJUNTIVITIS DE INCLUSION

NINOS Y NEONATOS: CONJUNTIVITIS DE INCLUSION

NEUMONIA, OTITIS MEDIA

TRACOMATIS A B, Ba,C TRACOMA

TRACHHOMATIS | L1, L2, L3 LINFOGRANULOMA VENEREO

TRACHOMATIS TWAR INFECCIONES RESPIRATORIAS EPIDEMICAS

PSITTACI ANIMAL ENFERMEDADES OCULARES Y RESPIRATORIAS
RARAS

EPIDEMIOLOGIA

Afecta a mas de 350 millones de personas en el mundo, en el norte de Africa el porcentaje de
escolares infectados es del 70-90%, se estima que en el mundo 6 millones de personas sufren de

ceguera y en la India mas de 2 millones son ciegos a causa del tracoma.?

El tracoma inicia como una conjuntivitis folicular que si no es tratada puede evolucionar hasta la
ceguera; esta enfermedad se encuentra en todo el mundo, es un problema mayor de salud en

algunas partes de Africa, Oeste Medio, India y Sureste de Asia, también existen areas endémicas
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en América Latina, Australia y las Islas del Pacifico, las conjuntivitis menos severas se observan

en paises tropicales y subtropicales. 15,16

En México el tracoma ocular se ha observado como un padecimiento muy antiguo favorecido por
factores ambientales, demograficos, socioecondmicos y culturales en las comunidades con malas
condiciones de higiene y pobre calidad de vida, caracteristico en la region de los altos de Chiapas.
Existen otros estados que han registrado casos de tracoma como Durango, Sonora y Tabasco.
Las infecciones por Chlamydia constituyen un problema de salud publica en México, no
reconocido aun, su frecuencia ha aumentado notablemente variando desde 5 hasta 63%. La zona
endémica se localiza en las montafas de Los Altos de Chiapas y afecta principalmente a
indigenas Tzetzales del municipio de Oxchuc y zonas aledafas.” No existen estudios
epidemioldgicos a gran escala pero se cree que la mayoria de los 35 000 habitantes del municipio
de Oxchuc estan afectados. También se han identificado personas con tracoma en los municipios
de Ocosingo, Cancuc y Chanal, todos ellos aledafios al mismo. En el estudio realizado por
Wilson, M.C. y Milla Velasco en 1985 en 6 comunidades indigenas del municipio de Oxchunc el

24% de los nifios menores de 10 afos tenian tracoma inflamatorio. '

En la India se realizé un estudio de 127 pacientes que presentaban conjuntivitis cronica, aguda o
recurrente, con diferentes grados de manifestacion clinica, se les realizd un frotis conjuntival para
la busqueda de Chlamydia y se encontré la misma en 44 pacientes y de éstos s6lo se sospechaba
clinicamente que tenian Chlamydia en 19, los otros estaban diagnosticados como probables
infecciones por bacterias, virus o conjuntivitis de tipo alérgico, esta incidencia tan alta manifiesta la

situacién endémica de la Chlamydia en la India 19.

En China, durante 4 afos se realiz6 de forma rutinaria la deteccion de Chlamydia en nifios
escolares como un examen de salud necesario, se examinaron 771 nifios de 5 escuelas primarias,
se utilizé inmunofluorescencia y cultivo de células de McCoy encontrando I8 nifios (15.3%)con
infeccion por Chlamydia, de entre estos nifios el 96.66% tenian poca o ninguna inflamacioén

conjuntival , soélo el 0.4% presentaron cicatrizacion conjuntivalzo'

11



Afecta a mas de 350 millones de personas en el mundo, en el norte de Africa el porcentaje de
escolares infectados es del 70-90%, se estima que en el mundo 6 millones de personas sufren de

ceguera y en la India mas de 2 millones son ciegos a causa del tracoma 2

En los paises industrializados del este de Europa, las conjuntivitis causadas por Chlamydia tienen
una prevalencia mayor en adultos alrededor de los 20 afios de edad, en el caso del tracoma
clasico en los paises en desarrollo, la incidencia mayor de la enfermedad activa ocurre en nifios
entre los 2 y 5 afios de edad. La conjuntivitis de inclusién del adulto es usualmente una
autoinfeccion, resultado de una infeccién genital concomitante, en contraste, el tracoma endémico
es una infeccion que es transmitida de ojo en ojo, solo raramente, la transmisiéon no genital de la
conjuntivitis de inclusién, se ha encontrado en personal de salud y en albercas con cloracién
insuficiente® La distribucion geografica la observamos en el mapa donde México se encuentra

entre los paises con Chlamydia.

TRANSMISION
La transmisién es por medio de secreciones, contaminacién de un ojo a otro, de manos a ojos,
ropa contaminada e incluso las moscas que se alimentan de secreciones oculares de nifios

infectados como mecanismo de transmision 2.

Varios estudios han encontrado que la frecuencia del lavado de la cara esta relacionada con la

1,5

frecuencia y severidad del tracoma En México se realizé un estudio de 1097 personas

expuestas al tracoma en donde el 25% de los nifios menores de 10 afios tenian tracoma

inflamatorio y casi el 100% de los adultos tenian tracoma cicatricial 1724

12



FISIOPATOLOGIA

La Chlamydia trachomatis provoca una reacciéon inflamatoria en el ojo con la formacién de
foliculos en la conjuntiva, después de afos de infecciones repetidas van quedando cicatrices que
provocan retraccion de los parpados de manera que las pestanas erosionan de la cornea

(pannus) si no se trata conduce a la ceguera.

El aspecto clinico tipico de la enfermedad activa consiste en reaccion folicular conjuntival, y
formacién de pannus, Las secuelas a largo plazo pueden ser la retraccion cicatrizal por fibrosis de
la conjuntiva palpebral, conocida como linea de Arlt, pannus corneal, leucoma, queratopatia,
entropion, triquiasis.  Existe una evidencia indirecta substancial que sugiere que la Chlamydia

trachomatis puede generar una infeccién inaparente y persistente en el ser humano.

La enfermedad se presenta casi siempre en la infancia en la edad preescolar en ocasiones de
forma brusca con inflamacién conjuntival, después de un periodo de incubacién de 7 a 14 dias, se
establece la fase inflamatoria caracterizada por una conjuntivitis folicular cronica generalmente
bilateral por acumulacion de linfocitos, polimorfonucleares y macréfagos. Los sintomas son
inespecificos e incluyen enrojecimiento, lagrimeo, fotofobia, exudado mucopurulento, sensacion de
cuerpo extrafio y edema palpebral. Los signos clinicos incluyen hiperemia, quemosis e hipertrofia

folicular y papilar.g'10

Los rasgos en las conjuntivitis agudas se evidencian a los 5 dias aproximadamente después de la
exposicién se serotipos A, B, Ba, C caracterizados por ojos rojos, puede palparse un nddulo

linfatico preauricular y descarga purulenta en fondos de saco.

La conjuntivitis crénica se ha clasificado en fases.

Clasificacion de Mac Callan®*":

Fase 1 Incipiente: Foliculos inmaduros que aparecen en la conjuntiva, con papilas minimas,

opacidad incipiente corneal, queratitis puntiforme difusa, pannus superior fino.
13



Fase 22 Hipertrofia papilar: Se presentan foliculos maduros en ambos tarsos principalmente el
superior, niebla de la cornea, infiltrados subepiteliales, pannus superficial superior mas

pronunciado.
Fase 2° Hipertrofia papilar que cubre a los foliculos parcialmente:
Hay necrosis de foliculos, se observa pannus superficial y subepitelial.

Fase 3 Cicatrizal: Se observa fibrosis conjuntival subepitelial con cicatriz lineas de Artl y necrosis
de foliculos en limbo hoyos de Herbert, hipertrofia papilar, pannus superiores mas evidentes,

triquiasis temprano mas evidente, entropion puede presentarse.

Fose 4 Tracoma inactivo: Conjuntiva lisa sin foliculos ni papilas, la cornea no presenta infiltrados
activos, puede persistir cicatriz subepitelial, pannus, triquiasis, entropion y ojo seco. Opacidad

corneal, y pérdida visual en grados variables.

Las papilas y los foliculos tienen diferencias significativas clinicas e histolégicas que son

fundamentales y que a continuacion se describen:

Foliculos: Representan una hiperplasia del tejido linfoide, son lesiones discretas, redondas,
elevadas en la conjuntiva, de didmetro de 0.5 a 5.0 mm, se localizan en la conjuntiva palpebral
inferior aunque también pueden localizarse en la superior, se observa a su alrededor un reticulo
vascular que crece alrededor del foliculo, los vasos desaparecen hacia el centro del foliculo.
Histolégicamente estdn compuestos por linfocitos, macrofagos y células plasmaticas, pueden

formar foliculos linfoides.” '

Papilas:  Tienen una zona central fibrovascular en cada papila con un vaso sanguineo central,
forma una figura vascular arborizada cuando alcanza la superficie, se observan como areas
hiperémicas, elevadas y poligonales, separadas por tabiques de tejido conectivo fijos a los tejidos
profundos, que le dan apariencia de areas mas palidas y como resultado un limite poligonal, las
papilas gigantes aparecen al romperse éstos tabiques, su diametro es de 0.3 a 2.0 mm vy se

consideran gigantes si son mayores a |.Omm, pueden observarse en cualquier parte de la
14



conjuntiva o en el limbo, predominantemente en el tarso superior. Histolégicamente estan
compuestas de leucocitos polimorfonucleares y otras células inflamatorias agudas e hipertrofia

epitelial.15

No existen diferencias histolégicas entre los foliculos producidos por irritantes, infecciones o en la

foliculosis

Asociado a infecciones bacterianas, especialmente especies de hemophilus, contribuye a la
inflamacion conjuntival y produce infiltrados marginales corneales, fibrosis conjuntival, triquiasis y
ulceracion corneal. El diagnéstico de tracoma puede hacerse con la presencia de dos de los

signos siguientes:

Foliculos linfoides en la conjuntiva tarsal superior e inferior.
o Fibrosis conjuntival
o Pannus vascular
o Foliculos limbicos o sus secuelas

La fase cicatricial se inicia en la adolescencia cuando la respuesta inflamatoria disminuye de
intensidad y en su lugar ocurre una respuesta cicatricial. En la conjuntiva bulbar, la inflamacion
cronica causa fibrosis y adherencias a los tejidos subconjuntivales, con pérdida de las células
caliciformes y de las glandulas lagrimales accesorias. Clinicamente la conjuntiva se ve reseca y
engrosada, se pierden los fondos de saco conjuntivales; si la inflamacion del tejido conjuntival se
extiende al tarso y al musculo orbicular se puede ocasionar contraccion progresiva del tejido
cicatricial causando entropion y triquiasis, con la subsecuente irritacion mecanica de la cornea y de

la conjuntiva.
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Clasificacion clinica de Mac Callan

Describe la progresion clinica del tracoma

Tracoma | Foliculos inmaduros en el tarso superior e inferior, incluyendo area

central, con escaso exudado conjuntival, sin fibrosis.

Tracoma I A Foliculos maduros sobre tarsos.

B Hipertrofia papilar marcada en el tarso superior.

Tracoma lll  Foliculos presentes en el tarso y fibrosis de la conjuntiva.

Tracoma IV Sin foliculos, pero fibrosis importante de la conjuntiva.

La Organizacién Mundial de la Salud recomienda la clasificacién de enfermedad inflamatoria para
casos individuales basados en la presencia de foliculos linfoides (F) e hipertrofia papilar (P) para

describir cambios inflamatorios *"

TECNICAS DE DETECCION DE CHLAMYDIA TRACHOMATIS ™™ 1018

Para tener éxito en identificacion de Chlamydia trachomatis se requiere de una muestra excelente,
la cual debe ser a partir de un raspado del epitelio, porque su ciclo es intracelular en las células del
epitelio de la conjuntiva y requiere de personal capacitado para su lectura en microscopio de luz y

de inmunofluorescencia.

COLORACION DE GIEMSA

La demostracion bajo microscopio 6ptico, con la tincion de Giemsa de inclusiones basdfilas
intracitoplasmicas en las células epiteliales de los frotis conjuntivales es un método tradicional.

Para obtener suficientes células epiteliales se debe raspar la zona de maxima reaccién con una

16



espatula roma. En estos frotis las inclusiones pueden ser Unicas o multiples y de tamafio variable.
Los polimorfonucleares predominan en el estadio agudo y los mononucleares y células

plasmaticas aumentan en estadios posteriores.

La tincidon de Wright tifie la matriz de glucégeno de color pardo rojizo con la solucién de lugol, lo

que permite diferenciarla de las inclusiones de la psitacosis, que carece de glucégeno.

Este método, aunque es menos sensible que inmunofluorescencia, el cultivo de células McCoy o
PCR, es de menor costo y se puede realizar el diagndstico con tincién de Giemsa con deteccion

de inclusiones con una sensibilidad y especificidad de 43 y 100% respectivamente.

Para tomar la muestra se evierte el parpado inferior y se aplica anestesia tépica, con espatula de
Kimura se raspa la conjuntiva, se aplica la muestra en una laminilla en un area pequefia marcada
en portaobjetos de teflén alveolado, se fija con acetona y alcohol, se seca y se guarda para su
lectura posterior. Al prepararla con colorante Giemsa, se elimina el exceso de colorante

sumergiéndolo en etanol absoluto; se observa en objetivo de poder creciente hasta 100x.

La interpretacion debe ser hecha por personal capacitado. Los cuerpos elementales se observan
de color purpura, los cuerpos de inclusion se observan mas basdfilos, y tienden a colorearse de

azul, el citoplasma de la célula es grisaceo el nucleo se tifie de rosa.

INMUNOFLUORESENCIA

Con la inmunoflorescencia se utilizan anticuerpos monoclonales conjugados a fluoresceina; tiene

un 80 a 85% de sensibilidad y un 98% de especificidad comparada con el cultivo celular®.

Wang y Grayston en 1971 desarrollaron una técnica de anticuerpos fluorescentes indirectos para la
tipificacion serologica de las cepas de Chlamydia trachomatis tipificando casi 700 cepas
procedentes de diversas partes del mundo, estas cepas incluyen 12 inmunotipos LGV (L1 L2 L3).

Se pueden detectar anticuerpos precoces IgM asi como tardios IgG. El estudio
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seroepidemiolégico mediante la prueba de microinmunoflorescencia demostré que
aproximadamente el 5% de los nifios sanos, el 20% de las mujeres y el [0% de los hombres tenian
anticuerpos IgG contra Chlamydia trachomatis, lo que constituye un indicio de infecciones previas
que pasaron probablemente desapercibidas. La especificidad de la prueba de inmunoflorescencia
indirecta con anticuerpos depende de los antigenos usados. Los anticuerpos tipo especificos
pueden diferenciarse si se incluyen en la prueba cuerpos elementales de todos los inmunotipos

conocidos. La prueba es grupo especifica si se utilizan cuerpos reticulados o células infectadas.

Todas las Chlamydias comparten un antigeno de grupo comun demostrable mediante la prueba de
fijacion de complemento, es un complejo lipoproteina-hidrato de carbono termoestable. La mitad
carbohidrato es la responsable de la actividad del grupo, mediante inmunoelectroforesis
bidimensional de Chlamydias solubilizadas con el detergente no iénico Triton X-loo (alcohol

poliéter alquilario) se han reconocido hasta 20 componentes antigénicos.

La técnica requiere de un microscopista entrenado que pueda distinguir entre las particulas verde
fosforescente de Chlamydia y una fluorescencia inespecifica. Las cepas de Chlamydia
trachomatis pueden ser serotipificadas por la técnica de microinmunoflorescencia, para lo cual se
producen antisueros por inoculacién intravenosa del ratéon con el antigeno seleccionado, el suero
obtenido se separa y se identifica un serotipo por su patrén de reactividad y mediante la titulacién
apropiada con el serotipo prototipo, actualmente se obtienen de forma comercial los anticuerpos

monoclonales para identificar las cepas aisladas 18

Este método, aunque es menos sensible que el cultivo de células Mc Coy o la PCR, es de menor

costo y se puede realizar diagnéstico de género con él utilizando anticuerpos monoclonales.

Se fija a la muestra con acetona y alcohol por 10 minutos se deja secar, se amortigua con fosfatos
0 agua destilada, se le agrega 40 microlitos del conjugado fluorescente, se incuba por 30 minutos
en camara humeda, en oscuridad, a temperatura ambiente se lava el portaobjetos, agua destilada
30 segundos, observar con luz ultravioleta, la interpretacion de la presencia de cuerpos

elementales fluorescentes verde manzana, indica la presencia de C. trachomatis '®.
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REACCION EN CADENA DE POLIMERASA (PCR)

Chlamydia trachomatis posee un genoma circular de 660 megadaltones que contiene un 47% de
guaninas mas citosina, los primeros estudios de hibridacion entre los acidos nucléicos de
diferentes cepas de C. trachomatis muestran una homologia de reasociacién del 96 al 97%. La
reaccion en cadena de polimerasa (PCR) es una técnica, por amplificacion in vitro de segmentos
de DNA a través de ciclos de desnaturalizacion, hibridacion de iniciadores y extension enzimatica,
con una produccion hasta de 106 copias de un DNA blanco de 30 ciclos de sintesis. La
amplificacion especifica del segmento de DNA puede demostrarse por la aparicién de la banda
correspondiente a la distancia entre los iniciadores en geles de azarosa, o mediante el uso de una
sonda que reaccione con el producto. Para C. trachomatis se utilizan iniciadores dirigidos contra el
plasmido criptico, el gen de la proteina principal de la membrana externa (MOMP), el RNA
ribosomal 16s y el gen de una proteina rica en cisterna. En el gen MOMP se han localizado tres
regiones de longitud adecuada compatibles con las secuencias determinadas en diferentes
serotipos de C. trachomatis, que estan situadas en posicion 5 respecto a la primera region
variable del gen. Para comparar las capacidades relativas de los métodos de cultivo de tejidos,
citologia inmuflorescencia directa, de PCR y sondas contra rRNA asi como para seguir el curso
de la enfermedad en infecciones y reinfecciones oculares experimentales, Holland y colaboradores
inocularon 5x10-3 ifuS del serovac C (cepa TW-3) en cada saco conjuntival del mono Cynomolgus,
veinte semanas después se realizd una inoculaciéon similar para establecer si el mono habia
desarrollado resistencia a la infeccién, una semana después de la infeccion, todos los métodos
pudieron detectar la presencia del patégeno. El cultivo de células y la citologia de fluorescencia
directa dieron resultado positivo durante las 12 semanas siguientes a la inoculacién, mientras que
las dos técnicas basadas en acidos nucléicos fueron positivas durante 16 semanas. Después de la
reinfeccién, las técnicas de cultivo y fluorescencia directa detectaron a la bacteria durante 4

semanas, mientras que la PCR y GP fueron positivas hasta 9 semanas, lo que indica que en el
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caso de infecciones oculares por Chlamydia, la bacteria puede permanecer en el sitio de infeccién

y provocar inflamacion, aun encontrandose en un estado no cultivable 2,

PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

¢ Cual es la frecuencia de Chlamydia trachomatis en nifios escolares indigenas del estado de

Chiapas con foliculos conjuntivales en tarso inferior, titulada con Giemsa e Inmunofluorescencia?

JUSTIFICACION

La Organizacion Mundial de la Salud dentro de sus programas de erradicacion de enfermedades
transmisibles se encuentra el trachoma. Se ha fijado como meta la erradicacion mundial del
trachoma®'. En México el Estado de Chiapas se ha identificado como una zona endémica, por la
mayor frecuencia de casos detectados, sin embargo no existe informacién de su incidencia en el
grupo de escolares, que son afectados en forma temprana y la ausencia de diagndstico oportuno,
favorece la cronicidad en edades posteriores con dafios a estructuras palpebrales, entropion,
pannus corneal y leucoma, con disminucion progresiva de la agudeza visual y ceguera, por lo que

es importante el diagnéstico temprano en la edad escolar.

Debido a las consideraciones anteriores y a la falta de deteccién oportuna de Chlamydia
trachomatis en México y de su repercusion en la visidon se decidio realizar este estudio en nifios
escolares indigenas del estado de Chiapas que presentaran conjuntivitis folicular con o sin
sintomatologia ocular, con toma de frotis conjuntival tarsal inferior y andlisis de la muestra con

Giemsa e inmunofluorescencia.
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HIPOTESIS

Si los nifos escolares indigenas de Chiapas presentan conjuntivitis tarsal inferior aseveramos

encontrar Chlamydia trachomatis por ser una zona endémica.

OBJETIVO

Objetivo general:

Determinar la frecuencia de conjuntivitis por Chlamydia trachomatis en nifios escolares indigenas
del estado de Chiapas con conjuntivitis folicular tarsal inferior diagnosticada, con la técnica de

Giemsa y de inmunofluorescencia.

MATERIAL Y METODOS, PACIENTES

A los nifios escolares que participen voluntariamente, previa autorizacion de sus tutores; se les
efectuara examen con biomicroscopia para la evaluacion de la conjuntiva en ambos ojos. Se
realizara en primer lugar la historia clinica. Los datos clinicos son importantes ante una infeccion
inespecifica; después nos apoyaremos con el laboratorio para la demostraciéon de la bacteria por
su forma de cuerpo de inclusién y de cuerpos elementales, con la técnica de Giemsa y la de

inmunofluorescencia con el inmunomarcado.
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PROCEDIMIENTO DE MUESTREO

En caso de que se detecten con foliculos, los pacientes seran dirigidos a un consultorio en el cual
un intérprete les explicara el procedimiento de toma de muestra de conjuntiva. Si el nifio y el tutor
aceptan, se les instalara en una silla en un lugar fresco y bien iluminado, con luz natural y artificial,
se les instilara una gota de tetracaina al 1% en el fondo de saco conjuntival del ojo derecho y un
minuto después se evertira el parpado inferior y con una espatula de Kimura estéril se procedera a
un raspado superficial del epitelio de la conjuntiva tarsal inferior; se aplicara una gota de

cloranfenicol oftalmico y se limpiara la piel del parpado con una gasa estéril.

Se realizaran 2 frotis de conjuntiva, cada uno en una laminilla diferente, previamente marcada e
identificada con el nimero correspondiente a los datos del paciente, que se recabaran previos a la

toma de muestra, la laminilla estara alveolada con teflon y tendra un ndmero seriado.

Una vez secas las laminillas, el material se fijara con una mezcla que contiene | volumen de etanol
absoluto y 3 volumenes de acetona en frio. Una vez evaporada la mezcla de solventes, las
laminillas se acondicionaran para transporte y posteriormente realizacion de coloracion o

inmunomarcado.

TECNICA DE INMUNOFLUORESCENCIA

Evaporada la mezcla de solventes, las laminillas se acondicionan para transporte, se conservan en
refrigeracion y se retiran en cuanto se inicia el inmunomarcado, se dejan a temperatura ambiente
durante 15 minutos; sobre cada alveolo de las laminillas, se depositan 2 gotas de tampén de
fosfato para rehidratar el tejido fijado, se elimina el tampdn por inversidon de la laminilla y se
deposita nuevamente sobre cada alveolo 50 microlitros de un anticuerpo monoclonal marcado con

isotiocinato de fluoresceina (FTC-Mab) listo para su uso y que contiene un contra colorante que en
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presencia de luz ultravioleta emite una sefial en la frecuencia del rojo cuando esta ligado a
membranas celulares. La revisidon de las laminillas se realizo en el hospital de Infectologia del

Centro Médico Nacional La Raza IMSS con la utilizacion del microscopio de inmunoflorescencia.

TECNICA DE GIEMSA

Se aplica la muestra en una laminilla en un area pequefia marcada en portaobjetos de teflén
alveolado, se fija con acetona y alcohol, se seca y se guarda para su lectura posterior. Al
prepararla con colorante Giemsa, se elimina el exceso de colorante sumergiéndolo en etanol
absoluto; se observa en objetivo de poder creciente hasta 100x. la revision se hace en el mismo

hospital de la toma de muestra.

MATERIAL:

Consultar apéndice 2.

LUGAR DE ESTUDIO

Hospital Regional de San Andrés, IMSS, San Cristobal de las Casas, Chiapas, México.

Analisis de muestras: Hospital de Infectologia del Centro Médico Nacional la Raza. Y el analisis

estadistico en H.de Especialidades Centro Médico Nacional Siglo XXI.

UNIVERSO DE TRABAJO

Nifos escolares entre 6 y 12 afios de edad, de las escuelas rurales del Estado de Chiapas en

San Cristobal de las Casas que cumplan con los criterios de seleccién establecidos.
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DISENO DEL ESTUDIO TIPO DE ESTUDIO

Descriptivo, prospectivo, transversal y comparativo

SELECCION DE LA MUESTRA

El tamano de la muestra sera representativa mayor de 250 personas escolares. Es un estudio
factible.

CRITERIOS DE SELECCION

CRITERIOS DE INCLUSION

+ Nifos con edades entre los 6 y los 12 afios

<+ Escolares femeninos o masculinos.

< Que acudan a escuelas rurales del estado de Chiapas.

« Con o sin sintomatologia ocular que presenten hipertrofia de foliculos en la conjuntiva

tarsal inferior

CRITERIOS DE NO INCLUSION

+« Pacientes que no acepten el procedimiento para la toma del frotis conjuntival.

+« Pacientes que su tutor no acepte la toma de muestra.

CRITERIOS DE EXCLUSION
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« Pacientes que durante la toma de muestra, decidan no continuar con la

misma.

« Pacientes que se presenten a la toma de muestras, que se encuentren en el
rango de edad establecido y que no acudan a escuelas rurales del Estado de

Chiapas

DESCRIPCION DE VARIABLES

Variable Independiente:

Conjuntivitis Folicular

Definicién conceptual: Es la inflamacién de la mucosa conjuntival. Los foliculos representan una
hiperplasia del tejido linfoide, son lesiones discretas, redondas, elevadas en donde los vasos

desaparecen hacia el centro del mismo.

Definicién operacional: Es la presencia de inflamacion conjuntival y de foliculos de predominio en

tarso inferior con o sin sintomatologia ocular.

Escala de medicién: Nominal dicotémica.

Unidad de medicién: Presente o ausente.

Variable Dependiente:

Es la variable con la que se mide
Conjuntivitis folicular por Chlamydia Trachomatis.

Definicion conceptual: Inflamacion conjuntival con sintomas inespecificos como enrojecimiento,
lagrimeo, fotofobia, exudado mucopurulento, sensacion de cuerpo extrafio y edema palpebral. Los
signos clinicos incluyen hipertrofia folicular, hiperemia, quemosis conjuntival y en ocasiones

hipertrofia papilar.
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Definicion operacional: Inflamacién de la conjuntiva con hiperplasia de tejido linfoide que
corresponde a la formacion de foliculos que se valora por biomicroscopia. Para la deteccion de

Chlamydia trachomatis se utilizaran las técnicas de Giemsa y de inmunoflorescencia.

Escala de Medicién: Nominal dicotomica:

Unidad de medicién: Presente o ausente.

ANALISIS DE RESULTADOS

Se analizaran por medio de estadistica descriptiva.

CONSIDERACIONES ETICAS

Este protocolo se realizara respetando la Ley General de Salud (1997) de México, articulos 13- 27,

titulo 2, capitulo 1, articulos 13y 14. .

Este proyecto cumple con lo establecido por el articulo 39 del capitulo 3 del titulo segundo del
Reglamento de la Ley General de Salud en materia de investigacién para la salud y comporta un
riesgo minimo. La toma de muestra es indolora, ya que se realiza bajo anestesia tdpica previa y
no produce trauma aparente. El material que se utilizara para el muestreo es apirégeno y de uso

Unico y desechable.

FINANCIAMIENTO Y RECURSOS HUMANOS

Los recursos humanos son personal de hospitales de IMSS HG CMN LA RAZA, IMSS Solidaridad
El muestreo sera hecho por médicos oftalmélogos vy la lectura de las laminillas se realizara en el

microscopio 6ptico y en el de inmunofluorescencia.
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CRONOGRAMA DE ACTIVIDADES

Se realizara grafica de Grant con la descripcidn de las actividades programadas y el tiempo
aproximado para su realizacion que incluyen: la elaboracion del protocolo, investigacion
bibliografica, presentacion preliminar al investigador, recopilacién y analisis de la informacion

andlisis estadistico, impresion de resultados y difusion

CRONOGRAMA DE ACTIVIDADES DE GRANT

ACTIVIDADES 2009
Marzo | Abril | Mayo | junio

INVESTIGACION Y RECOLECCION DE XXX
BIBLIOGRAFIA
ELABORACION DEL PROYECTO XXX
REALIZACION DEL ESTUDIO XXX
AVANCES XXX
RESULTADO XX
CONCLUSIONES XXX

UTILIZACION DE LOS DATOS DE ESTA INVESTIGACION

La informacién obtenida en este estudio podrd ser presentada por sus autores directos bajo la
forma de comunicacién de pdster o ponencia a congresos, como articulo cientifico a revistas
mexicanas o internacionales y como trabajo de tesis para obtener el grado de especialista en

oftalmologia del oftalmdlogo que esta participando.

Este protocolo se presento ante las autoridades del servicio de Oftalmologia, para valuacion y

autorizacion. Con numero de registro R- 2009-3601-128 Autorizado.
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RESULTADOS

Se examinaron 486 nifios escolares entre 6 y 12 afios, 34% 186 presentaron foliculos y se les
tomé a estos las muestras. Con inmunofluorescencia, se encontré chlamydia trachomatis en el
5% 25 pacientes. En la tincién de Giemsa 10 pacientes 2.4%. De la distribucion por edad fue
mas frecuente en el grupo de 8 y 9 afos (52%), 48% se presenté en mujeres y 52% en hombres.

Se encontraron eosindfilos en el 2 % de las muestras y neutrdfilos en el 2.4%.

Nifios No. Total | Con Total IF Total | Giemsa | Total
de defy
F ylm Foliculos | Foliculos IF Giemsa

Chiapas | m

Tarso Tarso

inferior inferior
6f 25 65 11 28 2 5 3 4
6m 40 17 3 1
7f 40 66 24 36 3 3 0 0
7m 26 12 0 0
8f 39 70 17 28 3 7 1 3
8m 31 11 4 2
of 46 75 26 44 3 5 1 2
9m 29 18 2 1
10f 31 61 6 11 1 3 1 1
10m 30 5 2 0
11f 38 70 5 14 0 1 0 0
11m 32 9 1 0
12f 40 79 5 7 0 1 0 0
12m 39 2 1 0
total 486 | 486 168 168 25 25 10 10

Distribucion por edad, sexo, signos de foliculos, deteccion de chlamydia por
inmunofluorescencia IF y Giemsa en nifios de 6 a 12 afios en el estado de Chiapas.
México.
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TOTAL DE NINOS EDAD

6a 65 7a.66 8a. 9a. 10a. 11a. 12a.
70 75 61 70 79

POBLACION POR GENERO 486

@ NINAS 233
HE NINOS 253
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PORCENTAJE DE LEUCOCITOS

ONEUTROFILO
2.5%

B EOSINOFILO
2%

DISCUSION.

El tracoma aparece en México como zona endémica sin embargo su extension es desconocida. El
estudio se realizé en escolares de una zona rural de los Altos de Chiapas con deteccién de
conjuntivitis tarsal inferior, su etiologia puede ser por chlamydia, hongos, virus, alergias que
pueden inducir la formacion de foliculos en la conjuntiva tarsal superior e inferior. Se tomaron
muestras en la conjuntiva tarsal inferior y los métodos que se utilizaron son los adecuados en
cuanto a costo y especificidad y sensibilidad. Los niveles de prevalencia de chlamydia
trachomatis en estos pacientes escolares de 6 a 9 afios fueron del 5% con inmunofluorescencia y

del 2.5 % con técnica de Giemsa.

Al comparar los resultados de deteccion de chlamydia trachomatis con la especificidad vy
sensibilidad de los métodos, tiempo y costos para saber cual es el mejor, el de Giemsa es mas
econémico pero con menos sensibilidad y especificidad de 43 y 100% respectivamente, la
inmunofluorescencia es mas costosa pero con mayor especificidad y sensibilidad 97 y 85%
respectivamente. Existen otros métodos como la PCR polimerasa de cadena que es mas
especifica y sensible pero mucho mas compleja y requiere de mas recursos, asi como el cultivo
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celular. En nuestro pais los métodos mas usados son el de Giemsa y el de inmunofluorescencia

en menor grado por su costo.

La chlamydia trachomatis es un problema mundial de salud publica, México presenta casos que
pueden llevar a la ceguera. Inicia en el preescolar o en el escolar con una simple infeccion
conjuntival con foliculos con 7 a 14 dias de incubacioén, al tener multiples infecciones hasta tener
una conjuntivitis folicular crénica. En México, en las zonas rurales de Chiapas su incidencia es
multifactorial por la baja higiene, presencia de moscas, mala alimentacién, pobreza, revisiones
médicas poco frecuentes siendo la chlamydia trachomatis un agente etiolégico de mas de 26 %

de las queratoconjuntivitis.

La zona alta de las montafias de Chiapas es un area endémica identificada pero sin estudios
epidemioldgicos amplios en comparacion con otros paises, la deteccidn de chlamydia es de
aproximadamente del 15 % de casos positivos con inmunofluorescencia; en nuestro estudio
encontramos el 5% de positivos con este método y el 2.5% con Giemsa probablemente se
subestimé el resultado, esto debe de generar a futuro nuevas investigaciones con mejores
métodos buscando frecuencia e incidencia de chlamydia, para tomar medidas sanitarias

adecuadas.

CONCLUSION

Los resultados obtenidos con los métodos utilizados se encontraron datos por debajo de lo
esperado por ser zona endémica. La deteccién de chlamydia con los métodos utilizados tienen
sensibilidad y especificidad adecuada para la inmunofluorescencia, siendo menos sensible y
especifica la técnica de Giemsa pero mas accesible en costo y en procesamiento, ya que para la

inmunofluorescencia se requiere de un microscopio especializado y material de alto costo que solo
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se encuentra en centros médicos hospitalarios grandes. Existen otros métodos que los superan
en cuanto a sensibilidad y especificidad como la PCR y el cultivo de células Mc Coy, pero su costo

es mucho mayor y para nuestro estudio no fue costeable.

Los resultados son similares a los encontrados en lugares de baja endemia de tracoma por lo que
son necesarios estudios posteriores para la vigilancia de los riesgos visuales de esta zona y tomar

medidas sanitarias adecuadas y de deteccion temprana.
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APENDICE 1

CARTA DE CONSENTIMIENTO INFORMADO PARA PARTICIPACION EN PROYECTOS DE
INVESTIGACION CLIiNICA

San Cristébal de la Casa, Chiapas a de de 200

Por medio de la presente acepto participar en el proyecto de investigacion titulado “Detecciéon de
Chlamydia trachomatis en nifios escolares del estado de Chiapas en México con conjuntivitis folicular
tarsal inferior”, registrado ante el Comité local de Investigacion Médica con el numero

El objetivo de este estudio es detectar los casos de conjuntivitis folicular por Chlamydia trachomatis en los
nifos escolares del estado de Chiapas con el método de diagndstico conocido como inmunofluorescencia
directa.

Se me ha explicado que la participacion de mi(s) hijo(a)(s) o apoderad legal en caso de ser el tutor, consistira

en:

I. Realizarle una exploracién oftalmolégica con lampara de hendidura para detectar si tiene conjuntivitis
folicular que es la inflamacién de la conjuntiva, tenga o no molestias oculares previas.

2. Si presenta conjuntivitis folicular se le llevara a otro cubiculo de enfermeria, se le aplicaran dos gotas de
anestésico local llamado tetracaina, que no causa efectos secundarios ni adversos.

3. Posterior a un minuto se le evertira el parpado inferior del ojo derecho y con una espatula estéril, roma,
especial para toma de muestras en conjuntiva de ojos, se procedera a realizar un frotis de la conjuntiva
tarsal inferior que se colocara en una laminilla de teflon alveolada y previamente marcada para su
identificacion posterior de la muestra, posteriormente se realiza el mismo procedimiento para el ojo
izquierdo.

4. Se le aplicara una gota de cloranfenicol oftalmico en fondo de saco conjuntival y se limpiara el parpado con
una gasa estéril.

5. La duracion aproximada de este procedimiento es aproximadamente de 10 min.

6. Este procedimiento al ser realizado con anestesia local, no causa dolor o incomodidad, antes, durante ni
después de su realizacion.

Declaro que se me ha informado ampliamente ( y por medio del intérprete en caso de requerirlo) que la
participacion no conlleva riesgos, que el unico inconveniente podria ser el tiempo dedicado por parte del
paciente para la realizaciéon del estudio y que este estudio traera beneficios en cuanto a conocer mejor la
frecuencia de Chlamydia trachomatis en comunidades rurales indigenas para realizar detecciones vy
tratamientos oportunos, ya que la conjuntivitis por Chlamydia trachomatis puede tener complicaciones muy
severas incluso ceguera y que esta enfermedad es dificil de detectarla siendo mas frecuente su inicio en
edad escolar sin presentar molestias importantes.

El investigador principal se ha comprometido a responder cualquier pregunta y aclarar cualquier duda que se

le plantee acerca de los procedimientos que se llevaran a cabo, los riesgos, los beneficios o cualquier otro

asunto relacionado con la investigacion.

Entiendo que conservo el derecho a negarme o a retirar del estudio a mi(s) hijo(a)(s) o mis representados en

caso de ser el tutor, en cualquier momento en que lo considere conveniente, sin que ello afecte la atencién

médica que pudiera recibir por parte del Instituto Mexicano del Seguro Social o del Sector Salud.

El estudio no se realizara o se suspendera si mi(s) hijo(a)(s) o mis representados en caso de ser el tutor,

aunque Yyo lo haya autorizado no se lo quieren realizar o desean retirarse antes de concluirlo.

El investigador principal me ha dado seguridades de que no se le(s) identificard en las publicaciones o

presentaciones que deriven de este estudio y que los datos relacionados con su privacidad seran manejados

en forma confidencial.

NOMBRE Y FIRMA DEL NOMBRE, MATRICULA Y FIRMA
PADRE O TUTOR INVESTIGADOR
PRINCIPAL
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TESTIGO TESTIGO

APENDICE 2

MATERIAL

X3

%

/
0.0

Laminillas portaobjetos con teflon.

Espatulas de Kimura estériles para el raspado superficial de células epiteliales
descamadas de la conjuntiva.

Alcohol absoluto

Acetona

Lampara de hendidura.

Tetracaina al 1%, gotas oftalmicas.

Cloranfenicol gotas oftalmicas.

Gasas estériles.

Guantes estériles desechables para los médicos que tomen las muestras.
Hojas para datos estadisticos y marcador para las laminillas.

Formato de hoja de consentimiento informado.

Cajas para transporte de las laminillas.

Colorantes para estudios histolégicos. Se solicitara colaboracién del
departamento de Infectologia del HG CMR.

Anticuerpos monoclonales fluorescentes.

Las lecturas de las laminillas se realizaran en el microscopio 6ptico del
laboratorio de diagnéstico del HI CMR vy la inmunofluorescencia con el
microscopio de fluorescencia.
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Dictamen de autorizacion comité local de investigacién 3601
R-2009-3601-128
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