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RESUMEN

C. trachomatis es una bacteria Gram negativa, intracelular obligada y de transmision
sexual. En las mujeres, una infeccion en el sistema reproductivo puede conducir a
una enfermedad inflamatoria pélvica, la cual puede conducir a infertilidad y durante el
embarazo aumenta el riesgo de aborto, 6bito, RPM, partos prematuros y neonatos con
conjuntivitis y/o neumonia. La incidencia de infeccion por C. trachomatis es de 3 a 10 por
cada 1000 nacidos vivos y el porcentaje de conjuntivitis es del 45 al 55%. Su deteccién
requiere pruebas de diagnéstico laboriosas, caras y de dificil acceso.

En este trabajo se analizaron 100 muestras de aspirado bronquial de recién nacidos
con dificultades respiratorias, con sospecha de infeccion por C. trachomatis por PCR,
estableciendo las condiciones optimas para desarrollar esta técnica a partir de células
McCoy que han sido previamente infectadas con las muestras.

Los resultados obtenidos fueron de 43 muestras positivas y 47 negativas. Con estos

se calculo una sensibilidad de 50% y una especificidad de 62.96%.


http://www.nlm.nih.gov/medlineplus/spanish/pelvicinflammatorydisease.html

INTRODUCCION

C. trachomatis es un microorganismo de transmision sexual y la infeccion genital
causada por esta bacteria suele cursar con poca o nula sintomatologia, y durante el
embarazo aumenta el riesgo de aborto, 6bito, RPM, partos prematuros y neonatos con
conjuntivitis y/o neumonia. La incidencia de infeccion por C. trachomatis es de 3 a 10 por
cada 1000 nacidos vivos y el porcentaje de conjuntivitis es del 45 al 55%. Este
microorganismo tiene un ciclo de vida intracelular obligado, por lo que su deteccion
requiere pruebas de diagnostico laboriosas, caras y de dificil acceso. En el caso de los
recién nacidos la deteccidn de este patdgeno se realiza mediante el cultivo microbiolégico
del aspirado bronquial en células McCoy, ya que las técnicas moleculares en muestras
directas no son empleadas debido a la presencia de moco que inhibe la prueba de PCR.
El objetivo de esta investigacion es establecer las condiciones adecuadas de la técnica
de PCR para la deteccién de C. trachomatis en células McCoy, que han sido infectadas
con muestras de aspirado bronquial de recién nacidos. Ademéas comparar esta
metodologia contra el diagndstico de C. trachomatis por IMF para determinar la
sensibilidad y especificidad, asi como los valores predictivos positivos y negativos de la

prueba de PCR.



MARCO TEORICO

Clasificacion

C. trachomatis pertenece a la familia Chlamydiaceae, la cual esta formada por
bacterias que son parasitos intracelulares obligados de las células eucariotas. Aunque a
diferencia de otras familias, la familia Chlamydiaceae tiene un ciclo de vida distintivo
para su replicaciéon (1,2).Los miembros de esta familia son trivialmente
denominado clamidias. Hasta el 2001 la familia Chlamydiaceae constaba de cuatro
especies reconocidas: C. trachomatis, C. psitaccci, C. pneumoniae y C. pecorum. A partir
de ese afio se cred una nueva clasificacion en donde C. psitaccci, C. pneumoniae y C.
pecorum pertenecen al género Chlamydophila, y C. trachomatis se clasificé dentro del
género Chlamydia, junto con C. suis y C. muridarum, siendo C. trachomatis la Unica

causante de enfermedad en los humanos. (1,3,4)

ﬁDEN FAMILIA GENERO ESPECIE \ Huésped tipico / \
C. abortus Mamiferos
C. psittaci Aves C. psittaci
C. felis Gatos
— Chlamydophila
C. caviae Cobayo
C. pecorum Chlamydiales
C. pecorum Mamiferos
Chiamydiaceae m ) C. pneumoniae | Chlamydiaceae

r C. pneumoniae Humanos

\ Chlamydia

\ C. trachomatis Humanos

C. trachomatis
Chlamydiales= L— Chlamydia C. suis Cerdos

C. muridarum Ratones, Hamsters
N. hartmaneliae Harrmannella

l— Parachlamydiaceae —[
P. acanthamoebael

—Waddllaceae W. chondrophila

. Simkaniaceae S. negevensis

.

CLASIFICACION ACTUAL

/

Figura 1. Clasificacion actual y anterior de C. trachomatis.

@SIFICACI()N ANTERIOR




C. trachomatis es una bacteria con estructura de Gram negativa ya que tiene una
pared celular carente de peptidoglucano pero con lipopolisacéaridos especificos del
género, es una bacteria intracelular obligada por su incapacidad para producir ATP.
Infecta células epiteliales de la mucosa ocular, respiratoria y genitourinaria, asi como

macrofagos. (5)

Estructura

C. trachomatis, presenta una morfologia esférica u ovalada y se observan como
cocos, son inmoviles no ciliadas, con una membrana interna y otra externa y tienen un
ciclo de crecimiento Unico que implica dos formas denominadas cuerpo elemental y
cuerpo reticulado o de inclusion, los cuales representan las formas extracelulares e
intracelulares respectivamente de esta bacteria. (6)

Los cuerpos elementales (EB) son estructuras redondeadas, diminutas, infecciosas,
rigidas que se liberan cuando se lisa la célula huésped infectada, tienen un tamafio de
200 a 400 nm y con la coloracién de Giemsa se tifien de color purpura. (5,7,8)

En los EB se encuentra el DNA y el RNA. La mayor parte de DNA se encuentra en el
nucleoide central y la mayor parte del RNA esta en los ribosomas. Presentan antigenos
especie-especificos y antigenos serotipo-especificos que inducen la fagocitosis, no tienen
actividad metabdlica y no se pueden replicar. (5,7,8)

Los cuerpos reticulados (RB) son el resultado de la diferenciacién de los EB al ser
fagocitados, tienen una morfologia bacilar, estan desprovistos de nucleoide y su tamafio
es de 600 a 1000 nm, no son infecciosos. Se tifien de azul con el colorante de Giemsa,
son capaces de replicarse, tienen actividad metabdlica y el ADN se encuentra disperso.
(5,7,8)

La membrana de los RB presenta proteinas extracelulares ricas en cisteina, las

cuales estan unidas en forma cruzada mediante puentes disulfuro en los cuerpos



elementales para proveer una integridad estructural de resistencia frente a situaciones de
estrés mecanico y osmaético. Los RB son fragiles en comparacion con los EB. (5,7,8)

Las proteinas de la membrana externa ricas en cisteina incluyen:

a) Proteina mayor de membrana externa (MOMP) la cual se expresa en la envoltura
del cuerpo elemental, pesa 40 kDa, constituye casi el 60% del total de las proteinas de la
membrana externa y esta codificada por el gen ompl o ompA; muestra una funcién de
porina y se glucosida post-traduccion. Actualmente, se ha visto que participa en la

adherencia electrostatica y contiene epitopes antigénicos de superficie. (5, 9)

b) Proteina de 60 kDa. Esta proteina esta codificada por el gen omp2. Se encuentra
en el espacio periplasmico, dando una integridad semejante a la dada por el

peptidoglucano. Los cuerpos reticulados no contienen la proteina de 60 kDa.(5, 9)

c) Proteina de 12-15 kDa: codificada por el gen omp3, es una lipoproteina hidrofilica.

Los RB no la contienen. (5).

Membrana
externa

PRC Grande CapaP

Membrana
interna

Figura 2. Representacion de la membrana de C. trachomatis. (5)



La proteina de choque térmico humana de 60 kDa (h-hsp60), muestra una secuencia
de aminoacidos con una homologia del 50% con la hsp60 de Chlamydia (c-hsp60). Por lo
tanto, una infeccién por Chlamydia en la trompa de Falopio puede inducir el desarrollo de
autoanticuerpos contra la h-hsp60. La expresion de esta proteina en una etapa temprana
del embarazo puede reactivar los linfocitos c-hsp60 sensibilizados por una infeccién
persistente previa por C. trachomatis, que conduce a rechazo inmunoldgico del embrién.
La deteccion y tratamiento de una infeccion recientemente adquirida puede prevenir el
desarrollo de autoanticuerpos h-hsp60, la oclusién tubérica, y las complicaciones tales
como el embarazo ectopico preservando la fertilidad. (7,10,11)

C. trachomatis posee proyecciones hemisféricas de superficie especializadas, cuyo
diametro es de aproximadamente 40 nm, con una altura de 30 nm y la distancia entre
cada una de ellas es de 25 nm. Estan separadas por pequefias depresiones con bases
planas, las cuales se cree que participan en la adhesion de los EB a la célula huésped. (5)

También existen proyecciones puntiagudas que son formas intermedias entre los
cuerpos EB y RB, se originan debajo de las depresiones de la membrana plasmatica y se
extienden a través del espacio periplasmico y la membrana externa, con una longitud total
aproximada de 90 nm, de los cuales 25 a 35 nm se proyectan mas alla de la superficie; lo
cual sugiere que estas “puas” podrian ser conexiones entre la célula huésped y

Chlamydia, al igual que lo son los LPS el cual es un sistema de secrecion tipo lll. (5)

Ciclo de vida

Las Chlamydias tienen un ciclo reproductivo comudn. La particula infectante es estable
en el ambiente, es una célula pequeia (EB). Para adherirse a las células huésped
requiere que tenga un receptor de sulfato de heparan (parecido a la glucosamina).
Después de la adhesion, el EB se introduce por fagocitosis a la célula huésped dentro de

una vacuola derivada de la membrana superficial. Este EB se reorganiza en uno mas



grande (RB). Dentro de la vacuola rodeada por una membrana, el RB aumenta de tamafio
y se divide varias veces por fision binaria. Con el tiempo toda la vacuola se encuentra
llena de EB derivados de la fision binaria de los RB para formar una inclusién en el
citoplasma de la célula huésped. Los EB recién formados pueden liberarse de la célula
huésped para infectar nuevas células. El ciclo de reproduccién dura de 24 a 72 horas.

(5,7, 12, 13)

Cuerpo Célula epitelial

elemental (EB)

Infeccion a otras
células

Cuerpo
reticulado (RB)

Figura 3. Ciclo de vida de C. trachomatis. (1)

Mecanismo de infeccion

De acuerdo a los resultados obtenidos en modelos animales de experimentacién se
ha propuesto el siguiente mecanismo por el cual C. trachomatis produce una oclusion de

las trompas de Falopio:

Los EB de C. trachomatis en el semen de un hombre infectado se transmiten a su

compafiera. Estos ascienden por el aparato reproductivo femenino e infectan las células



epiteliales de las trompas de Falopio. Dentro de las células epiteliales los EB se
convierten en RB y comienzan a replicarse. En ese momento, la vias que conducen a la
apoptosis de la célula infectada se bloguean, asegurando la supervivencia de los
RB. Cuando los EB llegan a una cierta densidad son liberados de las células epiteliales e
infectan las células epiteliales vecinas. Como respuesta del huésped a los EB
extracelulares se activa su sistema inmunologico liberando IFN-y, TNF-a y otras citocinas.
La respuesta inmune primaria mantiene bajo el nimero de EB e inhibe la replicacidon
intracelular de los RB. La interrupcion de la replicacién del RB permite que Chlamydia
persista en esta forma intracelular para escapar de la respuesta inmune. De esta forma la
c-hsp60 es liberada persistentemente, induciendo inflamacion localizada. Cuando la
concentracion de EB se reduce por debajo de un cierto nivel critico, se detiene la
activacion del sistema inmune por lo que se reanuda la replicacién del RB. De esta
manera, alternando ciclos de infeccion primaria con la destruccion de nuevas células
epiteliales y persistencia intracelular con liberacion de c-hsp60, eventualmente la
infeccion resulta en la formacion de cicatrices y el dafio a la permeabilidad de las trompas

de Falopio. (5,7,11,13,14,15,16)

Antigenos

Las Chlamydias poseen antigenos especificos de tipo lipopolisacéridos termoestables
con el acido 2 -ceto 3 —KDO. Se pueden detectar anticuerpos contra estos antigenos
mediante fijacibn de complemento o inmunofluorescencia. Los antigenos especificos de
especie o especificos de variedad seroldgica son principalmente proteinas de membrana

externa que se describieron anteriormente. (5,17,18)

Genoma de C. trachomatis
C. trachomatis tiene un genoma cromosomico de 1042519 pb, (con 58.7% de A-T). El
analisis gendmico ha mostrado que codifica para 875 proteinas aproximadamente, 70 de
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las cuales son exclusivas de C. trachomatis y tiene un plasmido criptico de 7493 pb que
no posee la C. pneumoniae. (5,19)

Es importante mencionar que la region cercana al origen de la replicacion del
cromosoma es donde existe mayor diversidad genética. Esta region incluye genes que
controlan la sintesis y el papel del triptéfano, el cual se ha relacionado con la funcion del
IFN-y y con el desarrollo de la infeccidn persistente. (5)

Todos los plasmidos de C. trachomatis aislados de humanos son extremadamente
similares con menos de un 1% de variaciones en la secuencia de nucledtidos, tienen

alrededor de 7500 nucledtidos, con 8 marcos abiertos de lectura. (5,20)

Factores de virulencia

Numerosos factores de virulencia contribuyen a la patogenia de C. trachomatis. La
colonizacién de Chlamydia comienza con la unién a los receptores de acido sialico en
0jos, garganta u 6rganos genitales. Persisten en sitios del cuerpo inaccesibles a los
fagocitos y células T y B. (16,21)

Uno de los problemas importantes para el desarrollo de anticuerpos es que Chlamydia
es un organismo intracelular que libera antigenos de acuerdo con su ciclo de vida, de 48 a
72 horas. Ademas, el microorganismo infecta a la célula vecina mediante puentes
intracitoplasmaticos, sin que se exponga la bacteria al espacio extracelular. (11,21)

Dentro de las proteinas codificadas por la familia de genes omp, esta la MOMP,
codificada por el gen ompl con un peso molecular de 40 kDa, la cual representa
aproximadamente 60% del total de las proteinas de la membrana, presenta diversas
funciones entre las que se encuentran: la integridad estructural de la membrana, la accion
de porina y la de adhesion. Basados en el analisis de esta proteina, la bacteria ha
clasificado en 18 serotipos: A, B, Ba, C, D, E, F, G, H, |, la, J, K, L1, L2, L2a, L3, L3a.

(5,22)



La MOMP contiene cuatro dominios variables (VS) que estan flanqueados e
interespaciados por cinco dominios constantes. Tres de los cuatro DV (VS1, VS2 y VS4)
se encuentran en la superficie y contienen epitopes antigénicos que son sitios blanco para
la serotipificacion.

Otras proteinas que han sido identificadas y que tienen propiedades de adhesion son
de 18, 28 y 82 kDa. (5,23,24,25)

Las proteinas de 60 kDa y 12 kDa (codificadas por los genes omp2 y omp3) son ricas
en cisteinas y se encuentran solamente en los EB. Este después de la adhesion es
fagocitado, el cual permanece en la vacuola fagocitica y obstaculiza la fusién de los
fagolisosomas por bloqueo de la degranulacién. (23,26)

La proteina de 60 kDa ha sido considerada como el sitio de union por el cual se une el
heparan sulfato, de la célula huésped. Las proteinas de 98 kDa (complejo proteico
codificado por el gen omp4-15), tiene una funcion que provee de resistencia al tratamiento

con tripsina, siendo también un factor de virulencia de la bacteria. (23,27)

Serotipo Enfermedad que causa

A, B, Ba, C Tracoma ocular

Enfermedad Pélvica Inflamatoria (EPI)
D,E F G, H I laJ, K Salpingitis
Uretritis no gonococica

L1, L2, L3 Linfogranuloma venéreo

Figura 4. Serotipos de C. trachomatis que producen enfermedades en el hombre

Epidemiologia

En la actualidad, se reconoce a C. trachomatis como el principal microorganismo
transmitido sexualmente, con mas de 50 millones de casos nuevos por afio. La

Organizacion Mundial de la Salud estimé que en 1995 ocurrieron 89 millones de casos en
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el mundo (5). Aproximadamente el 75% de las mujeres infectadas y el 50% de los
hombres infectados son asintomaticos. En mujeres embarazadas, la infeccion por C.
trachomatis también constituye un problema de salud. Se ha reportado una prevalencia de
infeccion del 2% al 35% en el cuello uterino de mujeres embarazadas, esta situacion es
preocupante porque la infeccién tubaria puede degenerar en obstruccion permanente y
como consecuencia de ello producir infertilidad, o cuando se ocasiona obstruccion parcial
puede presentarse embarazo ectépico. (16,28,29)

En algunos reportes se menciona que C. trachomatis esté presente en el 71% de los
casos de infertilidad masculina y aunque no se conocen los mecanismos por los que este
microorganismo deteriora la fertilidad del hombre, se ha reportado su adherencia y
penetracion al citoplasma del espermatozoide. Pueden presentarse complicaciones como
epididimitis o infeccién de los ductos espermaticos de los testiculos. Aunque es causa del
40 al 60% de las uretritis no gonocécicas de los varones, en los Ultimos afios se ha
demostrado una disminucion en el porcentaje de individuos con esta patologia (10-20%).
(8,30,31)

También se ha documentado que los nifios nacidos a través del canal del parto
infectado son mas susceptibles de adquirir la infeccion por Chlamydia. Entre estos
infantes el riesgo de desarrollar conjuntivitis de inclusion varia desde 18% hasta 50% vy el
riesgo de neumonia desde 3% hasta 20%. También puede producir en el recién nacido
otros procesos como rinitis, rinofaringitis, otitis y vulvitis. (20,24,31,32)

En los Estados Unidos, las infecciones bacterianas por C. trachomatis son las mas
comunmente reportadas con 4.5 millones de casos anualmente. En México son escasos
los datos epidemiolégicos sobre la prevalencia de infeccion cervical, aunque hay
publicaciones que indican que es del 9% en poblacion abierta, 16% en mujeres

embarazadas y 18% en mujeres infértiles. (5,17,33)
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El linfogranuloma venéreo es una enfermedad sistémica producida por los tipos L1-L3
de C. trachomatis y que inicia con la aparicion de una papula o vesicula en la piel de la
region genital, la infeccion se difunde por via linfatica, de manera que desde el primer mes
se produce una adenitis inguinal que se reblandece y forma un absceso que
posteriormente se hace fistula y abre hacia el exterior. Le sigue una fase de esclerosis,
con formacion de estenosis en el recto, uretra o vagina. El linfogranuloma venéreo ocurre
con baja frecuencia en Norteamérica y Europa pero es comun en Africa, Asia y
Sudameérica. (1,5,8)

Este microorganismo también puede incrementar el riesgo de adquirir otras
infecciones de transmision sexual como VIH y virus del papiloma humano, entre otras.

(1,5)

Métodos de diagnostico
Existen varias técnicas para realizar el diagndstico de infecciones causadas por

Chlamydia; las més utilizadas son:

Deteccién Directa

Los cuerpos de inclusion de C. trachomatis contienen glucégeno, que histéricamente
se han coloreado con iodo, Giemsa y Gram; después de incubar 48-72 horas la muestra
bioldgica, los cubreobjetos son extraidos y coloreados. Si hay gran presencia de cuerpos
de inclusién de Chlamydia, el diagnostico se puede establecer por los métodos de
coloracién con Giemsa o Giménez, que permiten distinguir las inclusiones por su color de
reaccion, morfologia y localizacion. Las inclusiones se ubican en el citoplasma de las
células epiteliales y tienen a menudo una ubicacién perinuclear; sin embargo se requiere
de un analista con experiencia. La coloracion de Gram no es especifica, pues presenta

muchas variaciones. La tincién con iodo tiene dificultades, pues el glucégeno esta
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presente solo en algunas fases del ciclo de desarrollo de C. trachomatis, y algunas

células normales del cérvix contienen glucégeno dando falsos positivos. (5)

Inmunofluorescencia Directa

Esta técnica emplea anticuerpos monoclonales conjugados a un fluorocromo
(isotiocianato de fluoresceina) que van dirigidos contra el antigeno especifico de especie,
sobre LPS de membrana y sobre la MOMP de las células obtenidas del sitio infectado.
Los EB que se observan en las muestras clinicas, son pequefios (0.25-0.35 um), de forma
redonda, bordes netos y bien definidos. La presencia de células de epitelio columnar
aumenta la sensibilidad de la prueba. Esta técnica presenta una sensibilidad del 80-90% vy
una especificidad del 98-99% con respecto al cultivo celular (34) y una sensibilidad de
61% y una especificidad del 98-99% con respecto a la PCR (34). Es un método sensible
para deteccion de conjuntivitis de inclusién y debe ser realizada por personal altamente
capacitado y con un microscopio de alta calidad para alcanzar niveles o6ptimos de

diagnostico.(5,7,35)

Cultivo celular

Es el método mas sensible y considerado como la prueba de oro para el diagnéstico
de las infecciones causadas por C. trachomatis del tracto genital tanto en hombres como
en mujeres. La sensibilidad es del 70-85% (34). Como C. trachomatis es una bacteria
intracelular obligada requiere de una célula huésped para su desarrollo y multiplicacion.
Las lineas celulares mas utilizadas son: McCoy (fibroblastos de raton), HeLa 229
(carcinoma humano de cuello uterino), BHK-21 (células de ovario de héamster) y
recientemente BGMK (rifion, de mono verde africano, Cercopithecus aethiops). (36)

El aislamiento de C. trachomatis también puede obtenerse por inoculacion en el saco

vitelino de huevos de pollo embrionados de 6 - 8 dias de edad. (5,7)
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Las lineas celulares se tratan con irradiacion, dextran o cicloheximida, para aumentar
la sensibilidad del aislamiento. Antes de inocular la muestra se puede sonicar para romper
las células huésped y permitir que los cuerpos elementales se separen. (5,7)

La linea celular mas utilizada es la McCoy tratada con cicloheximida. El cultivo se
propaga en una monocapa sobre un cubreobjeto inoculando las muestras bioldgicas; si
hay suficiente nimero de cuerpos elementales de Chlamydia infectaran las células y
creceran para formar inclusiones citoplasmaticas; después de incubar 48-72 horas, las
inclusiones son visualizadas por tincion con anticuerpos marcados con fluorescencia, los
cuales se ligan al lipopolisacarido de Chlamydia. Otros anticuerpos reconocen de manera
especifica la MOMP de C. trachomatis. La visualizacion directa de las inclusiones que
poseen una morfologia distintiva contribuye al 100% de especificidad del diagnéstico por

cultivo. (5,34)

Determinacion de Antigenos por el método de ELISA

La técnica del inmunoensayo enzimatico para la deteccién del antigeno de Chlamydia
permite el andlisis de diferentes tipos y un gran nimero de muestras; los resultados se
obtienen a las cuatro horas después de iniciada la prueba. Se detectan antigenos de tipo
lipopolisacéridos especificos del género y extraidos de los cuerpos elementales de la
muestra, los cuales son mas abundantes y mas solubles que la proteina MOMP. Una
desventaja de esta técnica es que los LPS pueden dar reacciones cruzadas con los LPS
de otras bacterias Gram negativas y producir falsos positivos. Sin utilizar reactivos
bloqueadores de anticuerpos esta prueba presenta una especificidad cercana al 97% y
con reactivos bloqueadores, esta se cerca al 99% con respecto a cultivo celular. La

sensibilidad frente a la PCR es del 75%. (3,5,36)
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Deteccion de Anticuerpos

Debido a multiples problemas, el diagnéstico de la infeccion por Chlamydia, mediante
la deteccion de anticuerpos, es limitado. Una sola muestra de suero es inadecuada y los
sueros pareados son dificiles de obtener porque la enfermedad suele ser inicialmente
asintomatica o tener un largo periodo de incubacion, lo cual dificulta la obtencién del suero
en la fase aguda de la infeccion. Los anticuerpos persisten por largos periodos y su
deteccion en el suero indica Unicamente una exposicion anterior al microorganismo. Un
aumento de 4 diluciones del titulo, entre la fase aguda y la de convalecencia,
acompafiado de sintomatologia clinica, apoya el diagnostico de la infeccion por
Chlamydia. La concentracion de anticuerpos esta relacionada con la naturaleza de la
infeccion. Generalmente, entre mas invasivo es el microorganismo, mas alto es el titulo de
los anticuerpos. Los titulos mas altos se encuentran en los casos de linfogranuloma
venero activo, los titulos de las mujeres con salpingitis son mas altos que los de cervicitis,

y los de las mujeres en general, son mas altos que los de los hombres. (3,5,36)

Fijacién del Complemento
Esta prueba detecta anticuerpos contra Chlamydia, pero no distingue entre especies e
inmunotipo; se puede usar para medir anticuerpos de la psitacosis y del linfogranuloma

venéreo. (5)

Microinmunofluorescencia Indirecta

Esta técnica utiliza pequefios volimenes de suero; es muy sensible para detectar,
inmunotipificar y cuantificar anticuerpos. Anteriormente se utilizaban antigenos por
separado para cada inmunotipo y actualmente se ha encontrado que es mas practico
utilizar una mezcla de antigenos. La prueba puede ser utilizada con conjugados

monoespecificos de las clases IgM, IgG e IgA. (2,5)
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Técnicas Moleculares

Los métodos moleculares patdégeno especificos han revolucionado el diagnostico de
las enfermedades de transmision sexual. Las pruebas basadas en la tecnologia de la
amplificacion de acidos nucleicos pueden usar muestras biolégicas como orina e
hisopados vaginales, disminuyendo la necesidad de exdmenes fisicos y aumentando la
especificidad y la sensibilidad.

La primera técnica molecular implementada utilizd6 una sonda de DNA
quimioluminiscente, la cual hibridaba con una secuencia de rRNA 16S especifica de la
especie de Chlamydia. El género Chlamydia posee hasta 104 copias de estos RNA. Una
vez formados los hibridos se absorbian sobre esferilas y la cantidad de
quimioluminiscencia se podia detectar en un lumindmetro. Esta técnica presenta una
sensibilidad del 85% y una especificidad del 98-99%. Esta técnica fue aprobada para el
uso en muestras genitales y oculares. (5,6,25,34,36)

Debido a la dificultad en el diagnostico y a los avances cientificos y tecnolégicos se
han venido implementando técnicas alternas de valoracion de Chlamydia a escala
molecular, basadas en la amplificacion del DNA utilizando PCR y LCR. Estos
procedimientos son altamente sensibles y especificos, lo que contribuye a la obtencién de
resultados de 6ptima calidad. La PCR es un método que permite detectar un bajo numero
de copias del DNA de Chlamydia, obteniendo una especificidad de 90% y una sensibilidad
de 99-100% (34). Sin embargo, el uso de la PCR empleando muestras que presentan

moco no es facil, ya que este inhibe la prueba dando falsos negativos. (4,5,6,32,33)
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PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

C. trachomatis es el causante de infecciones de transmision sexual mas frecuente
tanto en varones como en mujeres, por lo que esto representa un problema de salud a
nivel mundial. La infeccion vertical en el recién nacido es frecuente ya que desarrolla
infecciones respiratorias y conjuntivales por lo que su diagnostico es prioritario. El
principal obstaculo para el diagnostico de infeccion por este patdgeno es la deteccion de
los EB en el cultivo celular ya que se realiza mediante la IMF. En muchas ocasiones la
fluorescencia y/o la presencia de particulas con tamafio y morfologia similar al EB pueden
confundir al analista, por lo que la sensibilidad y especificidad de esta técnica ha sido
reportada entre 60%-80% Yy entre 90%-95%, respectivamente. Debido a esto se
implemento la técnica de PCR que detecta un fragmento de 129 pb del gen omp de C.

trachomatis la cual muestra mayor sensibilidad y especificidad que la IMF.
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OBJETIVOS

Objetivo General

Establecer la condiciones de reaccion adecuadas para desarrollar una técnica de
PCR para la deteccion de C. trachomatis a partir de células McCoy que han sido

previamente infectadas con muestras de aspirado bronquial de recién nacidos.

Objetivos Particulares

a) Infectar células McCoy con muestras de aspirado bronquial de RN con

diagnostico presuntivo de infeccién por C. trachomatis.

b) Detectar la presencia de C. trachomatis en células McCoy mediante la técnica de

IMF directa.

c) Estandarizar la técnica de PCR para el diagnéstico de infeccion por C.

trachomatis en células McCoy.

d) Detectar C. trachomatis en células McCoy infectadas con muestras de aspirado

bronquial de RN mediante la técnica de PCR.
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HIPOTESIS

Hipotesis alternativa

La técnica de PCR es mas sensible y especifica que la IMF directa para la deteccién

de EB de C. trachomatis en células McCoy.

Hipotesis nula

La técnica de PCR no es mas sensible y especifica que la IMF directa para la

deteccién de EB de C. trachomatis en células McCoy.
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MATERIALES

Reactivos

e Células McCoy

e Medio de transporte 2SP

e Medio de cultivo MEM

e Anticuerpo monoclonal anti-Chlamydia
e Solucion salina balanceada de Hanks
e Liquido de montaje

e Amortiguador de lisis para glébulos blancos
e Fenol

e Cloroformo

e Cloruro de sodio 1M

e Etanol

e Agua inyectable

e Tris Acetato EDTA (TAE)

e Agarosa

e Regulador para PCR

e Iniciador MOMP-1 [§-GCCGCTTTGAGTTCTGCTTCCTC-3]
e Iniciador MOMP-2 [3’-CCAAGTGGTGCAAGGATCGCA-5]

e Cloruro de magnesio

e Taqg polimerasa

e dNTPs

e DNA de cada una de las muestras

e Bromuro de etidio
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Material

Equipo

Solucién de semen de Salmén con concentracion de 10 mg/mL

Tubos de polietileno de 15 mL estériles
Pipeta graduada de 5 mL

Pipeta graduada de 1 mL

Cajas de cultivo celular estériles
Tubos Eppendorf de 2 mL

Tubos Eppendorf de 600 uL

Tubos Eppendorf de 100 pL para PCR
Portaobjetos

Cubreobjetos

Micropipeta de 40 a 200 pL
Micropipeta de 200 a 1000 pL
Micropipeta de 5 a 40 uL

Micropipeta de 0.5 a 10 yL
Micropipeta para PCR de 0.1 a 10 pyL

Micropipeta para PCR de 10 a 100 pL

Campana de flujo
Incubadora de CO»
Vortex

Centrifuga
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Camara humeda
Microscopio de fluorescencia
Incubadora

Ultracentrifuga
Concentrador
Espectroscopio
Termociclador

Camara para electroforesis

Transiluminador
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DISENO EXPERIMENTAL

Tipo de estudio
Se realizo un estudio de tipo prospectivo y transversal.
Poblacién de estudio

Se seleccionaron 100 muestras durante noviembre de 2009 a agosto de 2010 de
pacientes que ingresaron a la Unidad de Cuidados Intensivos Neonatales (UCIN) y a la
Unidad de Cuidados Intensivos del Recién Nacido (UCIREN) del Instituto Nacional de
Perinatologia (INPer) los cuales mostraron signos de conjuntivitis y sintomas de dificultad
respiratoria, caracterizada por taquipnea, apnea, estertores, tos, quejido respiratorio y

cianosis.

Identificaciéon de C. trachomatis en cultivo celular

El diagndstico de C. trachomatis se llevo a cabo por cultivo en células McCoy de la

siguiente manera (Guerra y cols. 1995):

Cultivo celular

Se adicionaron 1 x 10° células McCoy en medio de cultivo MEM IX (adicionado de
suero fetal de ternera al 10%, 1 mL de L-glutamina 100X, 1 mL de antibiético antimicotico
100X y bicarbonato de sodio) a microplacas de 24 pozos de fondo plano que contenian
cubreobjetos de 13 mm de didmetro. La placa fue incubada a 37 °C durante 24 h en
incubadora de CO, (Water-Jacketed CO; Incubator Biotechnology BELLCO). Al término de
la incubacién se adicionaron 300 pL de las muestras clinicas por duplicado (Las muestras
de aspirado bronquial se adicionaron en medio de transporte sacarosa-fosfato (2SP) y en
seguida se les sometio a 3 ciclos de choque térmico (de -70 °C a 90 °C). Después se
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centrifugaron (Centrifuga IEC HN.SII International Equipment Company) a 3,500 rpm

durante 15 min.

Observacién microscopica

Después de 72 h de cultivo se recuperaron los 2 cubreobjetos, se fijaron con metanol,
a uno de ellos se le adiciono 20 pL de anticuerpo monoclonal anti-Chlamydia
(bioMérieux®, este dirigido contra la MOMP y el LPS de la bacteria) conjugado a
fluoresceina, y se incub6 en camara humeda durante 20 min en oscuridad. Pasado el
tiempo de incubacioén, se lavé el cubreobjetos con solucién salina balanceada de Hanks y
se elimind el exceso de esta solucidén. En seguida se adicioné una gota de liquido de
montaje en un portaobjetos y se colocé encima de este el cubreobjetos con las células
McCoy adheridas e inoculadas con las muestras clinicas. Posteriormente se procedi6 a la
observacién microscépica en un microscopio de Epifluorescencia (Axiovert 100 ZEIZZ)
para la busqueda de EB y/o de inclusiones fluorescentes (determinando como muestras

positivas aquéllas en donde se encontraron 10 o méas EB).

Diagnostico de C. trachomatis por PCR
Al otro cubreobjetos se le realiz6 la prueba de PCR a partir de la obtencion de DNA de

la siguiente manera:

Obtencion de DNA

Se adicionaron 200 pL de regulador de lisis para glébulos blancos al pozo, en seguida
se hizo un raspado de las células adheridas y se pasaron a un tubo Eppendorf. En
seguida, el tubo se agité en el vortex (Thermolyne Type 37600 Mixer) durante 1 minuto y
se incubo (Incubadora GEMINI Twin Shaking Wather-Back Robbins Scientific®) a 56° C

por 1 h. Terminado el tiempo de incubacion, se adicionaron al tubo 200 uL de fenol y 200

24



pL de cloroformo y se agité en vortex por 1 min, se centrifug6 (Centrifuga Microfuge® ZZR
BECKMAN COLLTER) 10 min a 3000 rpm. En seguida, la fase acuosa se transfirié a un
tubo nuevo y se le afiadieron 200 pL de cloroformo, se agitdo en vortex por 15 minutos.
Finalizada la agitacion, el tubo se centrifugd a 3000 rpm por 10 minutos a temperatura
ambiente. La fase acuosa se transfiri6 a un tubo nuevo y se le adicionaron 30 pL de
cloruro de sodio 1M y 1 mL de etanol absoluto frio (-20° C), mezclandose por inversion,
para posteriormente centrifugarse a 13,000 rpm por 15 minutos a 4° C. Después, el
sobrenadante se decantd y la pastilla de DNA se dej6 secar, para después resuspenderla

en 40 pL de agua inyectable.

Integridad del DNA
La integridad del DNA se verificO mediante una electroforesis (Camara de
electroforesis HORIZON®58 LIFE TECHNOLOGIESw~) en gel de agarosa al 1 % en

solucion reguladora Tris Acetato EDTA.

Concentracién de DNA

Se determiné la concentracion de DNA de cada muestra midiendo la absorbancia a
una longitud de onda de 260 nm en un espectrofotometro (Hehiog¢ a, UNICAM).
Determinando la concentracion de cada muestra con respecto a una curva estandar de
DNA de semen de salmon (Boehringer Mannheim concentraciones de 10000, 7500, 5000,

2500 y 1000 ng).

Amplificacion de DNA de Chlamydia mediante PCR

Se detectdé el DNA de Chlamydia de las muestras mediante la amplificacion de un
fragmento de 129 pb del gen ompA (gen de la proteina principal de membrana externa de
40 kDa) de C. trachomatis. Los iniciadores utilizados para la amplificacion de este
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fragmento fueron:

MOMP-1 [5-GCCGCTTTGAGTTCTGCTTCCTC-3']

MOMP-2 [3'-CCAAGTGGTGCAAGGATCGCA-57]

El volumen final para llevar a cabo la PCR fue de 20 uL con el siguiente esquema: se
adicionaron por muestra 4 pL de regulador (5x Green GoTag™ Reaction Buffer
PROMEGA) de PCR, 0.3 pL de cada uno de los iniciadores, 1.2 uL de cloruro de
magnesio (25 mM PROMEGA), 0.2 uL de Taq polimerasa (GoTag® PROMEGA), 0.2 uL
de dNTPs (dNTP Mix 10 mM PROMEGA) y 1 yuL de DNA de las muestras clinicas
completando los 20 pL con agua inyectable. Las muestras se procesaron en un
termociclador (Programmable Thermal Controller PTC-100 MJResearch© USA) con los
siguientes ciclos: desnaturalizacion a 95° C por 10 minutos, seguido de 30 ciclos de
amplificacion (cada ciclo comprendié un paso de desnaturalizacion a 95°C por 60
segundos, alineacion a 61°C por 120 segundos y una extension a 70°C por 60 segundos)
y una extension final a 70°C por 10 minutos. Se incluyeron los controles positivo y

negativo.

Deteccion del DNA de C. trachomatis posterior al PCR.

Los productos de la amplificacion del PCR se visualizaron en un gel de agarosa al
2.5% tefiido con bromuro de etidio al 0.1%, en el mismo gel se meti6 un marcador de
peso molecular de (50 bp DNA Step Ladder PROMEGA) Las muestras que se

consideraron positivas para C. trachomatis fueron las que presentaron una banda de 129

pb.

Analisis Estadistico
Se compararon los resultados obtenidos de la determinacion de C. trachomatis por

IMF y por PCR determinando la sensibilidad y especificidad asi como los valores
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predictivos positivo y negativo de ambas pruebas empleando tablas de contingencia 2X2

mediante la prueba exacta de Fisher.

METODO DE REFERENCIA

Fositivo MNegativo
DE
PRUEBA )
Megativo C D
Donde: A =Verdaderos positivos
B = Falsos positivos
C = Falsos negativos
D =Verdaderos negativos
Sensibilidad = A (A+C) VPP = A/ (A+B)
Especificidad =D / (D+B) VPN =D/ (C+D)

Ademas, los datos extraidos de los expedientes clinicos de los recién nacidos se
compararon con los resultados obtenidos por IMF y PCR mediante la prueba de Fisher,
se consider¢ significativo cuando el valor de p fue menor a 0.5. También se determino el

riesgo relativo y la razén de momios con un intervalo de confianza al 95%.
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RESULTADOS

Con la IMF directa se observan los EB de C. trachomatis en cultivo de células McCoy
(figura 5). En lafigura 6 se observa la integridad del DNA obtenido de las células McCoy
infectadas con muestras de aspirado bronquial obtenido por la técnica de fenol-
cloroformo. En la figura 7 se muestra el producto de amplificacion de 129 pb que

representa la infeccién por C. trachomatis.

Figura 5. Inmunofluorescencia de cultivo de celulas McCoy infectadas con C. trachomatis

< Bandade DNA integro

< BandadeDNAintegro

— Bandade DNA integro

J

Figura 6. Integridad del DNA en gel de agarosa de celulas McCoy infectadas con C. trachomatis
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Figura 7. Ampliifcacion de 129 pb de C. trachomatis despues de PCR

Los resultados sobre la sensibilidad y especificidad de la técnica de PCR teniendo
como referencia la técnica de IMF directa, fueron del 50 % y 62.9% respectivamente,

mientras que el VPP y VPN fueron del 53.4 % y el 59.6 %, respectivamente.

En cuanto a la técnica de IMF directa, también se llevaron estas determinaciones,
teniendo como referencia los resultados obtenidos por la técnica de PCR. Estas fueron de

53.4 % y 59.6 % respectivamente, mientras que el VPP es de 50 %y el VPN 62.9 %.

Esta baja sensibilidad y especificidad es debido a que hubo una disminucién en la
correlacion entre las muestras positivas y negativas en ambos métodos de diagndstico.
Debido a lo anterior se determiné la frecuencia y el riesgo relativo de los padecimientos
del recién nacido asi como de la madre para poder establecer cual de los 2 métodos de

diagnostico correlaciona mejor con el padecimiento del recién nacido.
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Tabla 1. Sensibilidad y especificidad obtenida empleando los resultados de IMF

como referencia

IMF
- . Total
Positivas Negativas
PCR Posntlyas 23 20 43
Negativas 23 34 57
Total 46 54 100

Sensibilidad= 50 %
Especificidad= 62.96 %

VPP=53.48 %
VPN=59.64 %

Tabla 2. Sensibilidad y especificidad obtenida empleando los resultados de PCR

como referencia

PCR

. . Total
Positivas Negativas
Positivas 23 23 46
IMF .
Negativas 20 34 54
Total 43 57 100
Sensibilidad= 53.48 % VPP=50%

Especificidad= 59.64 %

VPN=62.96 %

Sensibilidad y especificidad de la PCR e IMF con respecto a la presencia de datos

clinicos.

El sindrome de dificultad respiratoria se encuentra asociado a la infeccion por C.

trachomatis. Los resultados sobre la sensibilidad y especificidad de la técnica de PCR

cuando se presenta este sindrome, fueron del 40.2 % y 51.5% respectivamente, mientras

gue el VPP y VPN fueron del 62.7 %y el 29.8 %.

Para la técnica de IMF directa estos parametros resultaron ser de 44.7 % y 51.5 %

para sensibilidad y especificidad respectivamente, mientras que el VPP es de 65.2 %y el

VPN 31.48 %.
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Tabla 3. Sensibilidad y especificidad obtenida empleando los resultados de PCR
cuando se presenta SDR

SDR
- . Total
Positivas Negativas
PCR Posntlyas 27 16 43
Negativas 40 17 57
Total 67 33 100
Sensibilidad= 40.29 % VPP=62.79 %

Especificidad=51.51 % VPN=29.82 %

Tabla 4. Sensibilidad y especificidad obtenida empleando los resultados de IMF
cuando se presenta SDR

SDR
. . Total
Positivas Negativas
IME Positivas 30 16 46
Negativas 37 17 54
Total 67 33 100
Sensibilidad=44.77 % VPP=65.21%

Especificidad=51.51 % VPN=31.48%

Se llevo a cabo la determinacién de estos 4 parametros anteriores cuando se
presenta la ruptura prematura de membranas. Estas resultaron ser las mismos para
ambas técnicas, obteniendo valores de 38.4 % y 53.4 % para sensibilidad y especificidad
respectivamente, mientras que el VPP es de 12.8 %y el VPN 82.9 %.

Tabla 5. Sensibilidad y especificidad obtenida empleando los resultados de PCR
cuando se presenta RPM

RPM
- . Total
Positivas Negativas
PCR Posntlyas 05 34 39
Negativas 08 39 47
Total 13 73 86
Sensibilidad= 38.46 % VPP=12.82 %

Especificidad= 53.42 % VPN=82.97 %
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Tabla 6. Sensibilidad y especificidad obtenida empleando los resultados de IMF
cuando se presenta RPM

RPM
. . Total
Positivas Negativas
IMF Positivas 05 34 39
Negativas 08 39 a7
Total 13 73 86
Sensibilidad= 38.46 % VPP=12.82 %

Especificidad= 53.42 % VPN=82.97 %

Los valores obtenidos al calcular la sensibilidad y especificidad cuando se presenta
displacia broncopulmonar fueron de 40 % y 56.2 % respectivamente para la técnica de
PCR, mientras que para la técnica de IMF resultaron ser del 35 % y 51.2 %

respectivamente.

En cuanto el VPP y el VPN se obtuvieron valores del 18.6 % y 78.9 % para la técnica

de PCR, mientras para la técnica de IMF fueron del 15.2 %y el 75.9 %, respectivamente.

Tabla 7. Sensibilidad y especificidad obtenida empleando los resultados de PCR
cuando se presenta DBP

DBP
- . Total
Positivas Negativas
PCR Positi)las 08 35 43
Negativas 12 45 57
Total 20 80 100
Sensibilidad= 40 % VPP=18.60 %

Especificidad= 56.25 % VPN=78.94 %

Tabla 8. Sensibilidad y especificidad obtenida empleando los resultados de IMF
cuando se presenta DBP

DBP
. . Total
Positivas Negativas
IMF Positivas 07 39 46
Negativas 13 41 54
Total 20 80 100
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Sensibilidad= 35 % VPP=15.21%
Especificidad= 51.25 % VPN=75.92 %

En cuanto a la presencia de sepsis neonatal, se encontr6 que la sensibilidad y
especificidad de la técnica de PCR fue del 48.3 % y 59.4% respectivamente, mientras

que para la IMF estos valores fueron del 45.1 % y 53.6 % respectivamente.

Los valores predictivos positivo y negativo obtenidos para PCR fueron del 34.8 % vy
el 71.9 %, respectivamente., mientras que para la técnica de IMF resultaron ser del 30.4

% y del 68.5 %.

Tabla 9. Sensibilidad y especificidad obtenida empleando los resultados de PCR
cuando se presenta sepsis

. Sepsis ) Total
Positivas Negativas
PCR Positiyas 15 28 43
Negativas 16 41 57
Total 31 69 100
Sensibilidad= 48.38 % VPP=34.88 %

Especificidad= 59.42 % VPN=71.92 %

Tabla 10. Sensibilidad y especificidad obtenida empleando los resultados de IMF
cuando se presenta sepsis

Sepsis
. . Total
Positivas Negativas
IMF Positivas 14 32 46
Negativas 17 37 54
Total 31 69 100
Sensibilidad= 45.16 % VPP=30.43%

Especificidad= 53.62 % VPN=68.51 %
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En la Tabla 11 y 12 se determiné la sensibilidad y especificidad de la técnica de PCR
e IMF cuando hay un recién nacido pretérmino. Estas fueron de 46.2 % y 51.5 % para la

PCR, mientras que para la IMF fueron del 46.2 % y 51.5 % respectivamente.

También se calcularon los VPP y VPN para ambas técnicas obteniendo VPP de 65.9

%y el VPN 32 % para laPCR y del 67.3 %y el 33.3 % para IMF respectivamente.

Tabla 11. Sensibilidad y especificidad obtenida empleando los resultados de PCR
cuando se presenta RNPT

RNPT
.. . Total
Positivas Negativas
PCR Posntlyas 31 16 47
Negativas 36 17 53
Total 67 33 100
Sensibilidad= 46.26 % VPP=65.95 %

Especificidad=51.51 % VPN=32.07 %

Tabla 12. Sensibilidad y especificidad obtenida empleando los resultados de IMF
cuando se presenta RNPT

RNPT
. . Total
Positivas Negativas
IME Positivas 31 15 46
Negativas 36 18 54
Total 67 33 100
Sensibilidad= 46.26 % VPP=67.39%

Especificidad= 54.54 % VPN=33.33%

Factores y riesgo relativo de infeccion por C. trachomatis

Se analizaron las frecuencias de los datos socioecondémicos y ginecologicos de las
madres de recién nacidos infectados con C. trachomatis diagnosticados por IMF directa
(Tabla 13) y por PCR (Tabla 14). En la Tabla 13 se observa que la infeccion por esta

bacteria es frecuente en personas de nivel econdmico muy bajo, bajo y medio (1, 2 y 3).
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En cuanto a nivel de estudios, la infeccion es mas comun en mujeres que tienen estudios

de secundaria y bachillerato, aunque hay algunos casos en mujeres con nivel superior.

Respecto al estado civil la proporcion de mujeres infectadas con este microorganismo
es idéntica ya sean casadas, en union libre o solteras. De estas mujeres, el 33% mostro
alguna vez aborto y menos frecuente fue la muerte neonatal y el 6bito en comparacién
con las mujeres no infectadas por este patégeno. Durante el parto las madres de nifios

infectados con esta bacteria no mostraron ruptura prematura de membranas.

En cuanto a las madres de nifios infectados por C. trachomatis y diagnosticado por
PCR se encontré que al igual que la IMF directa el nivel socioeconémico fue bajo y medio
(1 y 2). En cuanto a nivel de estudios, la infeccion fue mas frecuente en mujeres que
tienen estudios de secundaria y bachillerato. En referencia al estado civil la proporcion fue
igual ya sean casadas, solteras o en union libre. De estas mujeres, la infeccion por este
patdbgeno fue mas comudn en aquellas que no cuentan con antecedentes de aborto,
muerte neonatal u 6bitos, comparadas con las madres de recién nacidos sin infeccion.

Ademas, de que no mostraron ruptura prematura de membranas.

Por otro lado, se analizaron los signos clinicos de recién nacidos infectados con C.

trachomatis detectados tanto por IMF directa (Tabla 15) como por PCR (Tabla 18).

De los resultados mostrados en las Tablas 15 y 16 no hubo alguna diferencia
significativa con ninguno de los parametros analizados, sin embargo en la tabla 15 se
evidencio un riesgo relativo de padecer SDR (1.051 [0.796-1.387] IC 95%), taquipnea
(1.091 [0.856-1.392] IC 95%), DBP (1.393 [0.739-2.637] IC 95%), conjuntivitis (1.370
[0.774-2.425] IC 95%) y sepsis (1.027 [0.646-1.632] IC 95%) cuando los RN son

infectados por este germen. En la Tabla 16 también se muestra un riesgo relativo a
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padecer SDR (1.118 [0.840-1.487] IC 95%), taquipnea (1.081 [0.845-1.383] IC 95%), DBP

(1.094 [0.605-1.976] IC 95%) y conjuntivitis (1.100 [0.639-1.895] IC 95%), pero no sepsis.

Al analizar los datos ginecolégicos de las madres de los RN infectados con C.
trachomatis detectados por IMF directa (Tabla 17) y por PCR (Tabla 18) tales como:
ocupacion, partos, abortos, cesareas, muertes neonatales, 6bitos y si presentaron RPM.
En la Tabla 17 se muestra una significancia estadistica de p<0.05 y riesgo relativo (1.830
[1.017-3.291] IC 95%) de padecer una infeccion por este microorganismo si el bebe nace
por via vaginal, también hay un riesgo relativo de sufrir un aborto (1.591 [0.866-2.922] IC
95%), muerte neonatal (1.060 [0.352-3.198] IC 95%), 6bito (2.102 [0.433-10.211] IC 95%)

y RPM (1.328 [0.472-3.732] IC 95%).

En la Tabla 18 no se encontré ninguna significancia estadistica pero si se muestra un
riesgo relativo de padecer una infeccién por C. trachomatis si el bebe nace por via vaginal
(1.467 [0.832-2.587] IC 95%), muerte neonatal (1.009 [0.335-1.187] IC 95%), Obito (2.209

[0.455-10.734] IC 95%) y RPM (1.328 [0.472-3.732] IC 95%).

También se analizaron las medidas antropométricas de los RN infectados con esta
bacteria diagnosticados por IMF directa (Tabla 19) y por PCR (Tabla 20) tales como:
peso, talla, edad gestacional, capurro y sexo. En la tabla 19 se observan riesgos relativos
para los RN con un peso menor a 1500 gramos (1.581 [0.963-2.597] IC 95%) y con una
talla menor de 42 centimetros (1.099 [0.702-1.719] IC 95%). En esta tabla también se

muestra una diferencia significativa de p<0.05 para el sexo femenino de los RN.

Al igual que en la tabla 19, la tabla 20 mostré un riesgo relativo para los RN con un
peso menor a 1500 gramos (1.581 [0.963-2.597] IC 95%), y con una talla menor a 42
centimetros (1.477 [0.933-2.340] IC 95%), y a diferencia de lo observado en la Tabla 19

se observa un riesgo relativo para los RN de sexo masculino (1.521 [0.960-2.411] IC
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95%), con capurro y edad gestacional menor a 33 semanas (1.555 [0.928-2.605] IC 95%

y 1.935 [1.192-3.140] IC 95% respectivamente) mostrando también para esta ultima una

diferencia significativa de p<0.01.

Tabla 13. Datos socioeconomicos y ginecolégicos de las madres de RN infectados

con C. trachomatis diagnosticados por IMF directa

Negativo Positivo Total
1 (Muy bajo) 05 (06.09%) 12 (14.63%) 17 (20.73%)
2 (Bajo) 24 (29.26%) 12 (14.63%) 6 (43.90%)
Nivel 3 (Medio) 12 (14.63%) 12 (14.63%) 4 (29.26%)
socioeconémico 4 (Medio) 01(01.22%) 01 (01.22%) 02 (02.44%)
5 (Alto) 00 (00.00%) 01 (01.22%) 1(01.22%)
6 (Seguro de gastos 01 (01.22%) 01 (01.22%) 2 (02.44%)
médicos)
Total 43 (52.43%) 39 (47.56%) 2 (100%)
Primaria 03 (03.33%) 03 (03.33%) 6 (06.66%)
Secundaria 22 (24.44%) 13 (14.44%) 5 (38.88%)
Nivel de estudio Bachillerato 16 (17.77%) 19 (21.11%) 5 (38.88%)
Superior 07 (07.77%) 07 (07.77%) 4 (15.55%)
Total 48 (53.33%) 42 (46.66%) 0 (100%)
Soltera 09 (10.71%) 13 (15.47%) 2 (26.19%)
Unién libre 21 (25.00%) 15 (17.85%) 36 (42.85%)
Estado civil
Casada 13 (15.47%) 13 (15.47%) 6 (30.95%)
Total 43 (51.19%) 41 (48.80%) 4 (100%)
0 28 (31.11%) 31 (34.44%) 9 (65.55)
1 14 (15.55%) 08 (08.88%) 2 (24.44%)
2 04 (04.44%) 02 (02.22%) 6 (06.66%)
Numero de abortos 3 01(01.11%) 01 (01.11%) 2 (02.22%)
4 01 (01.11%) 00 (00.00%) 01 (01.11%)
Total 48 (53.33%) 42 (46.66%) 90 (100%)
0 37 (45.67%) 33 (40.74%) 70 (86.42%)
Numero de muertes 1 05 (06.17%) 05 (06.17%) 10 (12.34%)
neonatales 2 01 (01.23%) 00 (00.00%) 01 (01.23%)
Total 43 (53.08%) 38 (46.91%) 81 (100%)
0 38 (46.91%) 36 (44.44%) 74 (91.35%)
NGmero de ébitos 1 05(06.17%) 02 (02.46%9 07 (08.64%)
Total 43 (53.08%) 38 (46.91%) 81 (100%)
No 39 (45.34%) 34 (39.53%) 73 (84.88%)
RPM Si 08 (09.030%) 05 (05.81%) 13 (15.11%)
Total 47 (54.65%) 39 (45.34%) 86 (100%)
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Tabla 14. Datos socioeconomicos y ginecolégicos de las madres de RN infectados
con C. trachomatis diagnosticados por PCR

Negativo

Positivo

Total

Nivel

socioecondmico

1 (Muy bajo)

2 (Bajo)

3 (Medio)

4 (Medio)

5 (Alto)

6 (Seguro de gastos médicos)
Total

08 (09.75%)
16 (19.51%)
18 (21.95%)
01 (01.21%)
01 (01.21%)
00 (00.00%)
44 (53.6%)

09 (10.97%)
20 (24.39%)
06 (07.31%)
01 (01.21%)
00 (00.00%)
02 (02.43%)
38 (46.34%)

17 (20.73%)
36 (43.90%)
24 (29.26%)
02 (02.43%)
01 (01.21%)
02 (02.43%)
82 (100%)

Nivel de estudio

Primaria
Secundaria
Bachillerato
Superior
Total

01 (01.11%)
20 (22.22%)
19 (21.11%)
10 (11.11%)
50 (55.55%)

05 (05.55%)
15 (16.66%
16 (17.77%
04 (04.44%

06 (06.66%)
35 (38.88%)
35 (38.88%)
14 (15.55%)
90 (100%)

Estado civil

Soltera
Unidn libre
Casada
Total

10 (01.11%)
19 (22.61%)
17 (20.23%)
46 (54.76%)

12 (14.28%
17 (20.23%
09 (10.71%
38 (45.23%)

)
)
)
42 (46.66%)
)
)
)

22 (26.19%)
36 (42.85%)
26 (30.95%)
84 (100%)

Numero de abortos

35 (38.88%)
12 (13.33%)
02 (02.22%)
01 (01.11%)
00 (00.00%)
50 (55.55%)

24 (26.66%)
10 (11.11%)
04 (04.44%)
01 (01.11%)
01 (01.11%)
40 (44.44%)

59 (65.55%)
22 (24.44%)
06 (06.66%)
02 (02.22%)
01 (01.11%)
90 (100%)

Numero de

muertes neonatales

38 (46.91%)
05 (06.17%)
01 (01.23%)
44 (54.32%)

32 (39.50%)
05 (06.17%)
00 (00.00%)
37 (45.67%)

70 (86.41%)
10 (12.34%)
01 (01.23%)
81 (100%)

Numero de obitos

39 (48.14%)
05 (06.17%)
44 (54.32%)

35 (43.20%)
02 (02.46%)
37 (45.67%)

74 (91.35%)
07 (08.64%)
81 (100%)

RPM

39 (45.34%)
08 (09.30%)
47 (54.65%)

34 (39.53%)
05 (05.81%)
39 (45.34%)

73 (84.88%)
13 (15.11%)
86 (100%)
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Tabla 15. Signos clinicos de RN infectados con C. trachomatis detectados por IMF directa

Muestras Ct (-) Ct (+) P< IC 95%
SDR No 33 (33%) 17 (17%) 16 (16%) NS 0.905 (0.518-1.581)
Si 67 (67%) 37 (37%) 30 (30%) 1.051 (0.796-1.387)
Taquipnea No 27 (27%) 13 (13%) 14 (14%) NS 0.791 (0.415-1.507)
Si 73 (73%) 41 (41%) 32 (32%) 1.091 (0.856-1.392)
Neumonia No 61 (61%) 37 (37%) 24 (24%) NS 1.313 (0.944-1.828)
Si 39 (39%) 17 (17%) 22 (22%) 0.658 (0.401-1.081)
DBP No 80 (80%) 41 (41%) 39 (39%) NS 0.788 (0.539-1.160)
Si 20 (20%) 13 (13%) 07 (07%) 1.393 (0.739-2.637)
Conjuntivitis No 75 (75%) 38 (38%) 37 (37%) NS 0.792 (0.547-1.145)
Si 25 (25%) 16 (16%) 09 (09%) 1.370 (0.774-2.425)
Sepsis neonatal No 69 (69%) 37 (37%) 32 (32%) NS 0.978 (0.664-1.632)
Si 31 (31%) 17 (17%) 14 (14%) 1.027 (0.646-1.632)
RNPT No 33 (33%) 18 (18%) 15 (15%) NS 1.015 (0.692-1.488)
Si 67 (67%) 36 (36%) 31 (31%) 0.982 (0.624-1.547)
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Tabla 16. Signos clinicos de RN infectados con C. trachomatis detectados por PCR

Muestras Ct (-) Ct (+) P< IC 95%
SDR No 33 (33%) 17 (17%) 16 (16%) NS 0.802 (0.460-1.398)
Si 67 (67%) 40 (40%) 27 (27%) 1.118 (0.840-1.487)
Taquipnea No 27 (27%) 13 (13%) 14 (14%) NS 0.812 (0.427-1.545)
Si 73 (73%) 40 (40%) 30 (30%) 1.081 (0.845-1.383)
Neumonia No 61 (61%) 36 (36%) 25 (25%) NS 1.086 (0.787-1.499)
Si 39 (39%) 21 (21%) 18 (18%) 0.880 (0.539-1.436)
DBP No 80 (80%) 45 (45%) 35 (35%) NS 0.938 (0.624-1.408)
Si 20 (20%) 12 (12%) 08 (08%) 1.094 (0.605-1.976)
Conjuntivitis No 75 (75%) 42 (42%) 33 (33%) NS 0.933 (0.640-1.362)
Si 25 (25%) 15 (15%) 10 (10%) 1.100 (0.639-1.895)
Sepsis neonatal No 69 (69%) 41 (41%) 28 (28%) NS 1.151 (0.777-1.705)
Si 31 (31%) 16 (16%) 15 (15%) 0.839 (0.528-1.332)
RNPT No 33 (33%) 17 (17%) 16 (16%) NS 0.863 (0.587-1.268)
Si 67 (67%) 36 (36%) 31 (31%) 0.982 (0.624-1.547)
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Tabla 17. Datos ginecoldgicos de las madres de los RN infectados con C. trachomatis detectados por IMF directa

Muestras Ct(-) Ct (+) P< IC 95%
Ocupacion Hogar 75 (75%) 41 (41%) 34 (34%) NS 1.093 (0.643-1.860)
Otros 16 (16%) 08 (08%) 08 (08%) 0.907 (0.523-1.571)
Nacimiento via vaginal No 56 (56%) 25 (25%) 31 (31%) 0.706 (0.509-0.977)
Si 34 (34%) 23 (23%) 11 (11%) 0.049* 1.830 (1.017-3.291)
Abortos No 59 (59%) 28 (28%) 31 (31%) NS 0.790 (0.586-1.066)
Si 31 (31%) 20 (20%) 11 (11%) 1.591 (0.866-2.922)
Cesareas No 12 (12%) 07 (07%) 05 (05%) NS 1.225 (0.420-3.572)
Si 78 (78%) 41 (41%) 37 (37%) 0.970 (0.825-1.139)
Muerte neonatal No 70 (70%) 37 (37%) 33 (33%) NS 0.991 (0.834-1.178)
Si 11 (11%) 06 (06%) 05 (05%) 1.060 (0.352-3.198)
Obitos No 74 (74%) 39 (39%) 35 (35%) NS 0.937 (0.822-1.068)
Si 07 (07%) 05 (05%) 02 (02%) 2.102 (0.433-10.211)
RPM No 73 (73%) 39 (39%) 34 (34%) NS 0.952 (0.798-1.136)
Si 13 (13%) 08 (08%) 05 (05%) 1.328 (0.472-3.732)

* Significancia estadistica menor de 0.05



Tabla 18. Datos ginecolégicos de las madres de los RN infectados con C. trachomatis detectados por PCR

Muestras Ct(-) Ct (+) P< IC 95%
Ocupacion Hogar 75 (75%) 32 (32%) 43 (43%) NS 1.147 (0.677-1.943)
Otros 16 (16%) 08 (08%) 08 (08%) 0.853 (0.489-1.488)
Nacimiento via vaginal No 56 (56%) 28 (28%) 28 (28%) NS 0.800 (0.582-1.100)
Si 34 (34%) 22 (22%) 12 (12%) 1.467 (0.832-2.587)
Abortos No 59 (59%) 35 (35%) 24 (24%) NS 1.167 (0.855-1.593)
Si 31 (31%) 15 (15%) 16 (16%) 0.750 (0.425-1.324)
Cesareas No 12 (12%) 08 (08%) 04 (04%) NS 1.600 (0.519-4.933)
Si 78 (78%) 42 (42%) 38 (38%) 0.933 (0.796-1.094)
Muerte neonatal No 70 (70%) 38 (38%) 32 (32%) NS 0.999 (0.840-1.187)
Si 11 (11%) 06 (06%) 05 (05%) 1.009 (0.335-1.187)
Obitos No 74 (74%) 38 (38%) 36 (36%) NS 0.933 (0.818-1.064)
Si 07 (07%) 05 (05%) 02 (02%) 2.209 (0.455-10.734)
RPM No 73 (73%) 39 (39%) 34 (34%) NS 0.952 (0.798-1.136)

Si 13 (13%) 08 (08%) 05 (05%) 1.328 (0.472-3.732)




Tabla 19. Medidas antropomeétricas de los RN infectados con C. trachomatis diagnosticados por IMF directa

Muestras Ct(-) Ct (+) P< IC 95%
Peso <1500 g No 50 (50%) 28 (28%) 22 (22%) NS 0.699 (0.481-1.014)
Si 41 (41%) 21 (21%) 20 (20%) 1.581 (0.963-2.597)
Talla <42 cm No 43 (43%) 22 (22%) 21 (21%) NS 0.921 (0.622-1.363)
Si 45 (45%) 25 (25%) 20 (20%) 1.099 (0.702-1.719)
Edad gestacional <33 sem No 43 (43%) 24 (24%) 19 (19%) NS 1.072 (0.733-1.567)
Si 48 (48%) 25 (25%) 23 (23%) 0.922 (0.590-1.442)
Capurro < a 33 sem No 47 (47%) 26 (26%) 21 (21%) NS 1.106 (0.735-1.665)
Si 38 (38%) 19 (19%) 19 (19%) 0.894 (0.570-1.401)
Sexo F 42 (42%) 28 (28%) 14 (14%) 0.037* 1.515 (1.037-2.213)
M 50 (50%) 22 (22%) 28 (28%) 0.595 (0.363-0.975)

* Significancia estadistica menor de 0.05
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Tabla 20. Medidas antropométricas de los RN infectados con C. trachomatis diagnosticados por PCR

Muestras Ct(-) Ct (+) P< 1IC 95%
Peso < 1500 g No 50 (50%) 23 (23%) 27 (27%) NS 0.699 (0.481-1.014)
Si 41 (41%) 27 (27%) 14 (14%) 1.581 (0.963-2.597)
Talla <42 cm No 43 (43%) 19 (19%) 24 (24%) NS 0.710 (0.473-1.066)
Si 45 (45%) 28 (28%) 17 (17%) 1.477 (0.933-2.340)
Edad gestacional <33 sem No 43 (43%) 17 (17%) 26 (26%) 0.575 (0.379-0.872)
Si 48 (48%) 33 (33%) 15 (15%) 0.006* 1.935 (1.192-3.140)
Capurro < a 33 sem No 47 (47%) 22 (22%) 25 (25%) NS 0.711 (0.486-1.042)
Si 38 (38%) 25 (25%) 13 (13%) 1.555 (0.928-2.605)
Sexo F 42 (42%) 19 (19%) 23 (23%) NS 0.707 (0.477-1.046)
M 50 (50%) 32 (32%) 18 (18%) 1.521 (0.960-2.411)

* Significancia estadistica menor de 0.05
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DISCUSION

C. trachomatis es el microorganismo mas frecuente en las infecciones de transmision
sexual y actualmente es considerado como un problema de salud publica. En las mujeres
embarazadas, la infeccién por esta bacteria produce abortos de repeticion, RPM, bajo
peso del producto al nacer y mortalidad perinatal; mientras que en el RN produce
conjuntivitis y neumonia (21,37). La prevalencia de infeccién por C. trachomatis en los RN
de este estudio fue del 43% por PCR y del 46% por IMF.

La prevalencia de infeccion por C. trachomatis de este estudio fue diferente a las
reportadas por Corrales y col.(28) del 13,33 % utilizando la prueba de cultivo e IMF directa
y por la reportada por Vallejos-Medic(21) que fue del 0.49% mediante la técnica de ELISA.

En otro estudio llevado a cabo por Lépez-Hurtado y cols. (38), reportaron que la
prevalencia de C. trachomatis en RN con dificultad respiratoria fue del 12.9%. La técnica
de diagnostico que emplearon estos investigadores fue el cultivo celular e IMF, la
diferencia obtenida en la prevalencia fue, que probablemente se debié a un aumento en el
namero de casos en la institucién ya que ambos estudios se realizaron en el Instituto
Nacional de Perinatologia, o que posiblemente el médico neonatélogo ha observado un
mayor numero de datos clinicos que sugieran la participacion de C. trachomatis como el
causante de la infeccion en los RN que muestran dificultad respiratoria.

Ademas, en este estudio se determind la sensibilidad y especificidad de la técnica
PCR a partir del cultivo de células McCoy infectadas con muestras de aspirado bronquial
con respecto al “estandar de oro” que es la técnica de cultivo celular con deteccion de EB
de C. trachomatis por IMF directa. Los resultados mostraron que la sensibilidad y
especificidad del PCR fue del 50% y 62.9% respectivamente, con valores predictivos
positivos y negativos menores del 50% respectivamente. Estos resultados nos describen

qgue hay mas muestras positivas por IMF directa que por PCR.
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La baja sensibilidad de la PCR puede ser por diversas causas tales como: la
presencia de sustancias que pueden inhibir la reaccion, que es mas marcada cuando se
trata de muestras endocervicales o de aspirado bronquial. Estos inhibidores pueden
interferir con la DNA polimerasa mediante el bloqueo directo, total o parcial de su
actividad catalitica o mediante la unién directa al DNA de doble cadena, tales inhibidores
comprenden: sales biliares, polisacaridos complejos, coladgeno, melanina, mioglobina,
proteinasas, urea, hemoglobina, inmunoglobulina G, etcétera.

El conocimiento de que algunos de los inhibidores son labiles, se han realizado
diferentes intentos para eliminarlos, como dejar las muestras a 37° C durante la noche o
someterlas a ciclos de congelacién-descongelacion. Sin embargo, la PCR de punto final
tiene la singular ventaja de poder ser objeto de pruebas a gran escala debido a su
automatizacion (39,40,41). A pesar de lo anterior, existen aun técnicas mas sensibles
como la PCR de tiempo real, que muestra una sensibilidad y especificidad de 100% y
98.9%, respectivamente.

Otra posibilidad de que no haya funcionado la PCR se debi6 a que la bacteria no se
encontrara viable en la muestra (deficiencia en el transporte, no refrigerada o almacenada
por mas de una semana) por lo que no se replico en el cultivo celular, y por lo tanto,
después de 72 h de cultivo, el DNA de las particulas bacterianas podria estar en proceso
de apoptosis o degradacion. Debido a lo anterior, no se lograria detectar el DNA de C.
trachomatis. Para corroborar esta hipoétesis se realizo el analisis directo por PCR (es decir
de la muestra original antes del cultivo celular) de 18 muestras de aspirado bronquial, las
cuales fueron tratadas con 3 ciclos de congelacién y descongelacion. De las 18 muestras,
14 fueron positivas, y 4 negativas por cultivo celular e IMF directa, mientras que por
cultivo celular y deteccion por PCR solo 2 fueron positivas.

Al analizar las 18 muestras de forma directa por PCR, los resultados obtenidos

mostraron 9 muestras positivas, de las cuales 8 eran positivas por IMF directa, estos
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resultados demuestran que no hubo proliferacion de la bacteria en el cultivo celular, ya
qgue no se recuperd el DNA de la bacteria. En la Tabla 21 se observa que la sensibilidad
del PCR después del cultivo celular fue 7.1%, mientras que en la Tabla 22 se observa que

la sensibilidad de la PCR en las muestras directas que fue del 57.1%.

Tabla 21. Sensibilidad y especificidad obtenida en la prueba piloto para la PCR

después de cultivo

IMF
. . Total
Positivas  Negativas
PCR de cultivo Posm?las 01 01 02
Negativas 13 03 16
Total 14 04 18

Sensibilidad= 07.1% VPP=50%
Especificidad= 75% VPN=18.75%

Tabla 22. Sensibilidad y especificidad obtenida en la prueba piloto para la PCR

muestra directa

IMF Total
Positivas  Negativas
PCR directo Positivas 08 01 09
Negativas 06 03 09
Total 14 04 18

Sensibilidad=57.1% VPP=288.8%
Especificidad= 75% VPN=33.3%

Otro aspecto interesante, es que durante la realizacion de este estudio hubieron
ciertos factores que probablemente influyeron en los resultados y en la sensibilidad de la
PCR, tales como: contaminacion de reactivos, trabajar con muestras de aspirado
bronquial que tienen moco y pueden inhibir la PCR, trabajar con una concentracion

inadecuada de DNA de las muestras (ya que al tener una baja concentracién no se logran
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obtener las copias de DNA suficientes) o altas concentraciones de DNA presentes (se
pueden formar aglomerados y dar falsos positivos). Todas estas situaciones reducen la
sensibilidad de la técnica de PCR si no son evitadas al momento de desarrollar la técnica.

Aunque se dispone de varios métodos para la deteccion de C. trachomatis en
diversos especimenes clinicos, las pruebas de amplificacion de DNA, como la PCR de
punto final ha demostrado que alcanza una sensibilidad del 98% (gracias a que el limite
inferior de deteccion es de 1 a 10 cuerpos elementales), y una especificidad del 97 al
100%. (42,43) a diferencia de lo que ocurre con el cultivo celular tiene una sensibilidad del
70 al 90% y una especificidad del 100%.

Por otro lado, el cultivo celular no esta ampliamente disponible y tiene una alta tasa de
falsos negativos cuando se comparan con las pruebas de amplificacion de &cidos
nucléicos. La deteccion del microorganismo por IMF directa también muestra una
sensibilidad del 70 al 100% y una especificidad mayor al 95%.(2). Realizar el diagnostico
de C. trachomatis no es f&cil, la sensibilidad del cultivo celular varia de acuerdo a diversos
factores tales como: la calidad de las muestras, los sistemas de transporte utilizado, el
estado en el que se encuentren las células, la velocidad de centrifugacion, etc.
Una ventaja del cultivo es que se conserva el microorganismo para estudios adicionales,
tales como: determinacion del genotipo o sensibilidad antimicrobiana. (34,39). Al integrar
la IMF directa para la deteccién de algun antigeno de membrana ya sea, la MOMP o el
LPS, se consigue un mayor porcentaje de sensibilidad en el rango de 80-90%, y una
especificidad del 98%, con valor predictivo positivo de 62% y negativo de 99%, siendo la
limitante de este, que la lectura depende de la experiencia del observador para dar un
resultado como positivo o negativo.(39). En esta investigacion se emplearon anticuerpos
monoclonales anti-MOMP de C. trachomatis por lo que solo detectara EB, es decir formas
maduras ya que los RB vy las inclusiones no serian detectados facilmente, esto explicaria

porque las muestras positivas por PCR no fueron detectadas por IMF.
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Las infecciones respiratorias debidas a C. trachomatis son las predominantes en los
neonatos, quienes contraen la infeccion al pasar a través del canal de parto de su madre.
Frecuentemente, los infantes infectados tienen conjuntivitis, y pueden presentan
taquipnea, tos, estertores e infiltrados difusos en la radiografia de térax. La enfermedad
generalmente es leve, y la falla respiratoria rara vez se llega a dar, aunque se presenta
una alta incidencia de secuelas respiratorias cronicas, incluyendo la obstruccién de las
vias respiratorias y asma. (20,44,45), con base a estos datos clinicos se traté de
determinar la sensibilidad y la especificidad de la PCR y de la IMF.

El SDR ha sido asociado con infeccién por C. trachomatis, este sindrome actualmente
se define como un sindrome clinico y patofisioldgico complejo de dafio pulmonar agudo
de causa multifactorial que amenaza la vida, caracterizado por una severa dispnea,
hipoxemia arterial, disminucion del rendimiento respiratorio e infiltrados difusos bilaterales
Los resultados de la tabla 3 y 4 mostraron que la sensibilidad y especificidad del PCR fue
del 40.2 % y 51.5% respectivamente, y de IMF de 44.7 % y 51.5 %, cuando se presenta
este sindrome, este bajo valor de sensibilidad y especificidad es debido a que este
sindrome no solo es provocado por C. trachomatis, sino es causado por otros
microorganismos como son en mayor frecuencia Escherichia coli, Klebsiella,
Pseudomonas y Staphylococcus, y en menor frecuencia por Streptococcus pneumoniae,
Haemophillus influenzae, Moraxella catarrhalis y Streptococcus pyogenes, asi como por
microorganismos atipicos como Clamidias, Micoplasmas y Ureaplasmas. (46)

La sensibilidad y especificidad en ambas técnicas cuando hubo RPM fue del 88.7%, y
53.4% respectivamente. La RPM se define como la pérdida de la integridad del saco
gestacional antes del inicio del trabajo de parto, esto es independiente de la edad
gestacional.

Aungue hay una buena sensibilidad para detectar la C. trachomatis cuando se

presenta este padecimiento, ambas técnicas muestran una baja especificidad ya que este
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microorganismo no es el Unico desencadenante de la RPM, ya que esta puede ser
provocada por Neisseria gonorrea, Escherichia coli, Estreptococos del grupo B,
Staphylococcus aureus, Trichomona vaginalis, Gardnerella vaginalis, Mycoplasma
hominis, Ureaplasma urealyticum y levaduras ademas de otros factores etiolégicos. (47).

La sensibilidad y especificidad de ambas técnicas para detectar la presencia de C.
trachomatis cuando el RN presenta la DBP menor de 40 % y menor de 60 %
respectivamente. Es probable que esta baja sensibilidad y especificidad se deba a que la
DBP es una enfermedad pulmonar obstructiva cronica severa que se presenta casi
totalmente en RN prematuros, mas cuando tienen bajo peso al nacer (principalmente en
los menores de 1000 g), que desarrolla una insuficiencia respiratoria después de la
primera semana de vida, con anormalidades radiolégicas pulmonares y necesidad de
oxigeno suplementario a los 28 dias de edad o después de las 36 semanas de edad
gestacional.

Esta se puede presentar por infeccion con diversos microorganismos como los antes
mencionados, ademas de factores como predisposicion genética. (48,49)
Recientemente se asociado que la infeccion por C. trachomatis puede causar sepsis, que
se define como el sindrome clinico caracterizado por signos y sintomas de infeccion
sistémica, que se confirma al aislarse en hemocultivos o cultivo de liquido cefalorraquideo
(LCR), bacterias, hongos o virus y que se manifiesta dentro de los primeros 28 dias de
vida. Al analizar la sensibilidad y especificidad de estas técnicas para detectar este
padecimiento se encontré6 que ambas son menores al 50 y 60% respectivamente. La
sepsis neonatal puede ser provocada por un numero variado de microorganismos como
son Mycoplasma hominis, Ureaplasma urealyticum, Fusobacterium spp, Gardnerella spp,
Peptostreptococcus spp, Neisseria gonorrhoeae, Streptococcus agalactiae, Klebsiella,

Pseudomonas y Acinetobacter spp. (50)
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Los nacimientos prematuros o menores de 33 semanas de gestacién también se ha
asociado con infeccién por clamidia durante el embarazo. Los valores obtenidos de
sensibilidad y especificidad para ambas técnicas estas fueron de 46.2 % y 51.5 %
respectivamente.

Estos resultados son probablemente debido a que C. trachomatis, no es la Unica
bacteria que puede desencadenar un parto prematuro ya que también hay varios
microorganismos relacionados con esta complicacion en el embarazo como son
Streptococcus del grupo B, Neisseria gonorrhoeae, Ureaplasma urealyticumy los
microorganismos que causan vaginosis bacteriana como los anaerobios
facultativos, Gardnerella vaginalis, micoplasmas genitales y Mobiluncus sp. (51).

En lo que se refiere a conjuntivitis, la prevalencia obtenida en este trabajo fue del 9%
por IMF directa, y del 10% por PCR, estos datos son diferentes a los reportados por:
Rours y cols.(52) del 59.4% por PCR, Ress(53) con una prevalencia del 48.8% vy
Schachter y cols. (54) con el 58.3%; estas dos uUltimas diagnosticadas por IMF directa, las
diferencias en la prevalencia obtenida en este trabajo con respecto a los reportes
mencionados se puede deber a que en este estudio la muestra con la que se trabaj6 fue
aspirado bronquial de los RN, por lo que no se sabe cuantos neonatos desarrollaron
conjuntivitis, ya que las prevalencias obtenidas en este trabajo en cuanto a conjuntivitis,
resultaron de las pocas muestras de raspado conjuntival analizadas.

Otro de los sintomas clinicos provocados por la infeccion por C. trachomatis es la
dificultad respiratoria y en particular la neumonia neonatal, para la cual se obtuvo una
prevalencia del 22% y del 18% mediante la técnica de IMF directa y PCR
respectivamente. Estas prevalencias son similares a las reportadas por Schachter y cols.
(54) del 27.2% por cultivo celular y por Chang y cols. (55), la cual fue del 10.5% por IMF
directa, estos ultimos mencionan un riesgo del 5% al 20% de sufrir neumonia debido a la

infeccion por C. trachomatis. (55)
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Las alteraciones mas importantes durante una infeccion por C. trachomatis durante el
embarazo es la corioamnioitis, liquido amniédtico tefiido de meconio, prematurez, bajo
peso al nacer, RPM e insuficiencia respiratoria. En un estudio, llevado a cabo por
Numazaki (56) con 16 sueros de recién RNPT y con enfermedad respiratoria crénica
(clinicamente diagnosticada como DBP), se encontr6 que 5 presentaron anticuerpos IgM
contra C. trachomatis. En el presente estudio, 20 RN con DBP fueron positivos por PCR
de un total de 100 recién nacidos, ademas de 67 RN con SDR 27 fueron PCR positivo.

En otro trabajo realizado por Numazaki et. al (57) con 5 muestras nasofaringeas de
neonatos por PCR, encontré que 4 fueron positivas para C. trachomatis, en este estudio
de 100 muestras de aspirado bronquial 43 fueron positivas por PCR para C. trachomatis.
Aln cuando son pocas muestras las trabajadas por Numazaki (57) la mayoria fueron
positivas para esta bacteria al igual que en este trabajo, aunque se trabajo con un mayor

nimero de muestras.
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CONCLUSIONES

e Se establecieron la condiciones adecuadas para desarrollar la técnica de PCR
para la deteccion de C. trachomatis a partir de células McCoy previamente infectadas con

muestras de aspirado bronquial de RN con dificultad respiratoria.

e Se detectaron 46 muestras positivas para infeccion por C. trachomatis por IMF

directa.

e Se detectaron 43 muestras positivas para infeccion por C. trachomatis por PCR.

e Nose demostro que la PCR fuera mejor que IMF directa.

e El tratamiento de muestra con 3 ciclos de congelacion y descongelaciéon es (til

para realizar el diagnostico de infeccion por C. trachomatis mediante PCR.
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