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|
RESUMEN

El presente trabajo tuvo su origen al considerar la importancia de conocer Ia frecuencia de infeccion en
tracto cervicovaginal y liquido amniético por microorganismos como Chlamydia trachomatis, Mycoplasma
hominis y Ureaplasma urealiticum, mismos que han sido asociados a la amenaza de parto pretérmino, ala
ruptura prematura de membranas y bajo peso al nacer. Es de particular interés la poblacién de pacientes
con embarazo de alto riesgo derechohabientes del ISSSTE que acuden al Servicio de Medicina Materno-
Fetal en el CMN “20 de Noviembre”.

Hasta la fecha la informacién sobre estudios de la presencia de estos microorganismos en liquido
amnidtico es escasa, y su detecciébn en general se ha logrado mediante cultivos que suelen ser
complicados y cuyo tiempo para obtener un resultado es largo; por lo que se propuso desarrollar una
adecuacion al manejo de la muestra que permitiera su deteccion en dicho liquido mediante la utilizacién de
técnicas de inmunofluorescencia y microcultivos, utilizadas regularmente sobre muestras genitales para
C. trachomatis y Micoplasma respectivamente, con el fin de obtener resuitados rapidos y confiables a un
costo accesible y en el menor tiempo posible. Asi, se adecud el manejo de la muestra de liquido amniético
al centrifugarla y con ello obtener un concentrado celular.

Se incluyeron en el estudio a 52 pacientes con embarazo de alto riesgo, atendidas en el Servicio de
Medicina Materno-Fetal, del CMN “20 de Noviembre” ISSSTE, de 26 a 37 semanas de gestacién por
ultrasonido, y que mostraron sintomas de infeccién cervicovaginal o0 amenaza de parto pretérmino.  Se
realizé la bUsqueda de C. trachomatis en tracto cervicovaginal (TCV) y liquido amniético (LA) mediante
una técnica de inmunofiuorescencia, utilizando Chlamydia trachomatis Directa MicroTrak®. La deteccion
de Mycoplasma hominis y Ureaplasma urealiticum, en ambos tipos de muestra, fue realizada mediante
una técnica de microcultivo en base al metabolismo de estos microorganismos, utilizando para el fin
Mycoplasma Duo®.

En liquido amniético sélo se logré detectar la presencia de U. urealiticum, por lo que la utilidad de las
técnicas utilizadas tanto para detectar C. trachomatis y M. hominis en este tipo de muestra no se pudo
definir.

Se encontré que en la poblacidn de estudio, U. urealiticum se encuentra en tracto cervicovaginal con una
frecuencia de 44.2%, mientras que en liquido amniético tiene una frecuencia de 28.8%, por su parte
M. hominis tiene una frecuencia de 1.9% en TCV y una presencia nula en LA. Durante en el presente
estudio no se detecto la presencia de C. trachomatis tanto en TCV como en LA

En base a los resultados obtenidos se encontré una asociacién estadisticamente significativa y una
dependencia entre la infeccién cervicovaginal y la infeccién intraamniética causada por U. urealiticum., es
decir la presencia de este microorganismo en L.A. depende de su presencia en tracto cervicovaginal.

Se obtuvo informacién adicional durante el estudio, pues se encontré una asociacion estadisticamente
significativa entre la presencia de U. urealiticum en tracto cervicovaginal y la amenaza de parto
pretérmino, de manera que la presencia de este microorganismo en tracto genital puede representar un
grado de riesgo para que se presente la amenaza de parto pretérmino.



1. INTRODUCCION

Las infecciones del tracto reproductivo durante la gestacién producen alteraciones en el organismo de la
mujer, pero ademas tienen efecto sobre la evolucion del embarazo y el desarrollo fetal. En este periodo las
infecciones del tracto reproductivo pueden ser causa de mililtiples problemas, entre éstos: aborto
espontaneo, amenaza de parto pretérmino, ruptura prematura de membranas y por supuesto el parto
pretérmino, que trae como principal consecuencia obviamente la prematurez del producto, lo que conlleva
un mayor riesgo de mortalidad y de enfermedades del recién nacido, lo que es debido a la inmadurez
pulmonar y a la posibilidad de hemorragias cerebrales. Cuanto menor es la edad gestacional al

presentarse el parto, es mayor el peligro para el recién nacido.

Son diversos los microorganismos capaces de provocar una cervicovaginitis, sin embargo, las infecciones
mas comunes son la tricomoniasis, la candidiasis y la vaginitis bacteriana. A estd ultima se han
relacionado microorganismos como Chlamydia trachomatis y Micoplasma (especificamente Mycoplasma

hominis y Ureaplasma urealiticum), entre otros.

Algunas infecciones pueden ser adquiridas por el producto durante el parto, al tener éste contacto con las
secreciones de la madre. También las bacterias que se encuentran en tracto cervicovaginal pueden invadir
de manera ascendente las membranas amni6ticas provocando una infeccién subclinica y trayendo como
consecuencia la amenaza de parto pretérmino y la ruptura prematura de membranas. Puede haber
invasién de éstos microorganismos a liquido amniético, existiendo la posibilidad de una infeccién en el
producto, provocandole una conjuntivitis o una neumonia fetal e incluso la muerte. ' De acuerdo a datos
del Servicio de Ginecoobstetricia y Medicina Materno-fetal del CMN 20 de Noviembre del ISSSTE, se
estima que la frecuencia de parto pretérmino es de 5-10% de todos los embarazos, y que el 70-80% de

los partos pretérmino estan fuertemente asociados a la presencia de infecciones.

Con los nombres de sindrome de infeccién del amnios, corioamnioitis o infeccién amniética se califican a

todas las infecciones inespecificas de la cavidad amniética, de sus anexos y eventualmente del feto.

Por lo anterior, se considera necesario conocer la frecuencia en México de infeccion por C. trachomatis y
Micoplasma (Mycoplasma hominis y Ureaplasma urealiticum) en tracto genital, asi como en liquido
amnidtico en pacientes con embarazo de alto riesgo. De esta manera, se enfoca el estudio a mujeres
embarazadas, derechohabientes del ISSSTE y canalizadas por sus clinicas de procedencia, en diferentes
estados de la Republica, al Servicio de Medicina Materno-fetal del CMN “20 de Noviembre” debido a su
condicién de alto riesgo.

Con ello se pretende implementar un programa de deteccion y tratamiento de dichos casos de infeccion,
empezando por este Servicio, y asi prevenir consecuencias posteriores asociadas, mismas que ya han

sido previamente mencionadas.



En esta poblacién de pacientes hasta ahora no se habia llevado a cabo la busqueda y deteccién de tales
microorganismos en liquido amniético, ya que la realizacién de cultivos para tal fin tiene un alto costo, por
lo que se considera la importancia de desarrollar un procedimiento que permita su detecciéon en dicho
fiquido a partir de la utilizacién de los mismos métodos empleados para muestras de tracto genital
(inmunofluorescencia y microcultivos), con el fin de obtener resultados rapidos y confiables con un costo

menor del que tiene el método de cultivo convencional.



2. MARCO TEORICO

2.1. CAMBIOS EN EL SISTEMA REPRODUCTOR DURANTE EL EMBARAZO.

Las paredes vaginales se preparan para el momnento del parto, asi hay una relajacién del tejido conectivo
con hipertrofia de ias fibras musculares, ademés de que aumenta el grosor de la mucosa que la reviste. El
utero aumenta de 500 a 1,000 veces su capacidad y aumenta su peso de 50grs a 1,000grs
aproximadamente al final del embarazo. En sl cuello uterino se forma un tapén mucoso (moco muy
espeso y adherente) que selia el conducto endocervical, evitando el paso de bacterias u otras sustancias
al interior del Gtero. El tap6n mucoso se expulsa al iniciar la dilatacién cervical antes del parto. La vagina
aumenta su elasticidad, aumentando también la secrecién de flujo, el cual se presenta mas espeso y

generalmente blanco. @

E{ pH vaginal se toma mas acido (pH=3-6) por un aumento en la produccién de 4cido lactico por los

lactobacilos presentes, esto protege a la vagina de una colonizacién patégena bactenana.

A medida que avanza el embarazo aumenta la poblacién de lactobacllos, por lo que la concentracién
relativa del resto de la flora es menor. El aumento en la poblacién de la flora normal no patégena
contribuye a generar una especie de proteccién contra fa invasién de microorganismos patégenos. Ello se
explica por una competencia por terreno y nutrientes de la flora normal no patdgena y los microorganismas
patdgenos que intentan instzlarse. Sin embargo éstas condiciones no siempre prevalecen y los
microorganismos patégenos en muchas ocasiones finalmente logran invadir el tracto cervicovaginal,
ademdas un sobrecrecimiento excesivo de ésta flora hasta ahora no patégena puede dar origen a una

infeccion subclinica.

2.2, EMBARAZO DE ALTO RIESGO

Se denomina Embarazo de Alto Riesgo a la gestacién durante la cual la madre, el feto o el recién nacido

tienen o tendran un riesgo elevado de morbilidad o mortalidad antes o después del parto.

Todo embarazo debe evaluarse para determinar si existen o pueden existir factores de riesgo. Pueden
estar implicados muchos factores y se debe valorar el peso de cada uno de ellos como un incremento del
riesgo. Esta valoracién permite que las pacientes de alto riesgo sean derivadas a una clinica o centro de
atencién perinatal antes del parto, con ello se espera disminuir la morbimortalidad neonatal de forma muy
significativa, Las pacientes pueden identificarse como de alto riesgo durante € perlodo anteparto o
durante el trabajo de parto. El motivo més frecuente para el traslado a dichos centros de atencién perinatal

es el riesgo de parto pretémino, frecuentemente asociado con ruptura prematura de membranas.



2.3. CERVICOVAGINITIS EN EL EMBARAZO

Las infecciones que causan vaginitis pueden afectar a tres astructuras: vulva, vagina y cérvix o cuello

uterino.

La flora bacteriana vaginal es un ecosistema dindmico y varla incluso dia a dia en la mujer. Diversos
organismos pueden causar vaginitis, sin embargo, los sintomas en cada tipo de infeccién son similares.
Las infecciones méas comunes son la Candidiasis, Tricomoniasis y la vaginitis bacteriana.

Este tipo de infecciones también se han identificado como una causa altamente relacionada de parto

pretérmino y ruptura prematura de membrana.

En el Cuadro 1 se describen algunos tipos de infeccién causantes de cervicovaginitis, asl como su efecto o

consecuencias sobre el embarazo.

Cuadro 1. Infecciones causantes de cervicovaginitis y sus posibles consecuencias sobre el

embarazo.
Posibles consecuencias
Aborto espontdneo Ruptura prematura  Parto prematuro y Muerte fetal
de membranas bajo peso del
Tipo de infacclén recién nacido
Vaginitis bacteriana X X
Tricomoniasis X
Stfilis X X X
Gonorrea X X

2001 Discovery Communications



2.3.1. VAGINITIS BACTERIANA.

Microorganismos asociados a la vaginitis bacteriana, y que son capaces de causar complicaciones mas
serias son el Micoplasma, especificamente Mycoplasma hominis y Ureaplasma ursalfticum, ademds de
Chlamydia trachomatis.

Dentro de fos principales sintomas, la mujer puede presentar prurito, ardor vulvar, flujo grisdceo y con olor
fétido que se exacerba después del acto sexual.

El Micoplasma, asl como la Clamidia se han vinculado con la ruptura prematura de membranas y parto

prematuro, ademés de corioamniditis, placentitis, bajo peso del producto al nacer y muertes neonatales.

Ademas, aunque en menor frecuencia también se han relacionado otras bacterias. Las bacterias que
colonizan el tracto cervicovaginal (Bacleroides fragllis, Streptococos viridans y algunas micobacterias)
producen fosfolipasa A2, enzima que es capaz de iniciar la sintesis de prostaglandinas, por conversion de

acido araquidénico, lo que finalmente astimula las contracciones uterinas. @

En el Cuadro 2 se presentan algunos trastornos asociados a la infeccién por Micoplasma y Clamidia y los

sintomas de este tipo de infeccién a nivel de tracto repraductivo.

Cuadro 2. Trastornos asociados a la infeccién por Micoplasma y por Clamidia y los sintomas de

ésta infeccién en tracto reproductivo.

Mycoplasma

Clamidia

Las bacterias causantes de la micoplasmosis son
Mycoplasma hominis y Ureaplasma urealfticum.
Son los principales causantes de uretritis en
varones. U. wrealfticum puede conducir a una
corioamniditis. Ademés, ambas especies pueden
causar ruptura de membranas, e infecciones en
neonatos como meningitis, infecciones del tracto
respiratorio y septicemia.

Sintomas: Generalmente las infecciones generadas

en el tracto reproductivo son asintométicas.

El organismo causante de la clamidiasis es
Chlamydia trachomatis y se {ransmite por via
sexual. La bacteria puede Infectar la uretra, el
cuello uterino o tos ojos. En mujeres, |a ¢lamidiasis
puede causar esterilidad, complicaciones en el
embarazo, como ruptura prematura de
membranas, o infectar al recién nacido durante el

parto.

Sintomas: La mayoria de las personas infectadas
en ftracto reproductivo no presentan sintomas
(asintométicas). Los sintomas mas comunes son
flujo escaso y transparente de la urefra,

enrojeckniento e immitacidén.

2001 Populalion Council, Inc.



2.3.2, TRANSMISION VERTICAL DE LA INFECCION DE LA MADRE AL FETO.

Las bacterias de} tracto cervicovaginal invaden de manera ascendente membranas amniéticas, esto se
conoce como “transmisién vertical”, causando una infeccidn subclinica que puede traer como
consecuencia la amenaza de parto pretérmino. Pusde haber, presumiblemente, invasién del liquido
amnidtico, y siendo éste el medio en que se desarrolla el feto, una de las consecuencias puede ser la
prematuridad del recién nacido, as( como bajo peso al nacer. Por supuesto, si hay invasién de flquido
amnidtico, ademas se deben considerar los posibles efectos de una infeccién en &l producto, entre ellas
una conjuntivitis o una neumonfa fetal.

En el Cuadro 3 se muestran los posibles efectos sobre e! feto una vez que el liquido amniético es invadido
por microorganismos como Clamidia o Micoplasma.

Cuadro 3. Posibles efectos sobre el feto al ser invadido el liquido amniético por Chlamydia

trachomatis o Micoplasma.

Transmision y posibles efectos en el feto.

Chlfamydia trachomatis ¢ Oftalmla neonatorum

s Neumonia neonatal

Micoplasma s Meningitis neonatal
s Infecciones de tracto respiratorio

s Septicemia

2001 Population Coundil, Inc.
Sin tratamiento, muchos de estos padecimientos pueden producir incapacidad e incluso la muerte del

neonato.

La prevencién y fratamiento de infecciones del tracto reproductivo pueden disminuir la incidencia de
muerte perinatal y materna.



2.4. AMENAZA DE PARTO PRETERMINO.

Se denomina Parto Pretérmino al comienzo del trabajo de parto con borramiento y dilatacién del cérvix

antes de las 37 semanas de gestacién,

De esta manera la amenaza de parto pretérmino se define como la presentacién de contracciones
uterinas, ritmicas, entre las 26 y 37 semanas, es decir antes de que la gestacién haya llegado a término.
Segln datos del Servicio de Ginecoobstetricia y Medicina Materno-fetal del CMN 20 de Noviembre del
ISSSTE, la frecuencia de parto pretérmino es de 5-10% de todos los embarazos.

Cuando se presenta el parto pretérmino la paciente debe ser valorada para excluir una etiologla infecciosa
o alguna ofra causa {como sobredistensién uterina). Cuando el parto pretérmino es asociado a
hemorragia vaginal o rotura de membranas es dificil de detener. Muchas veces es util el reposo en cama
pero, si comienza la dilatacién y borramiento cervical, el parto progresa hasta el periodo expulsivo. El
parto pretérmino no asociado con sangrado o fiujo de liquido amniético puede detenerse en el 50% gde los

casos mediante hidratacién y reposo en cama.

Sintomas
e Contracciones uterinas regulares, con o sin dolor.
e Sensacién de presién pelviana
¢ Dolor de espalde, caderss y viantre.
¢ Cambios en la secrecién vaginal

» Cdlicos abdominates (con o sin ganas de pujar).

Son multiples Jos factores asociados con amenaza de parto pretérmino.

Factores Obstétricos.

Entre estos se incluyen anomallas uterinas, incompetencia cervical, fibromas uterinos, cirugla uterina
previa, gestacidén miultiple, antecedentes de parto pretémino, intervalo interginésico menor a dos afios,
multigravidez, abostos previos, preectampsia, hipertensién arterial, diabetes matema, polihidramnios y por

supuesto las infecciones cervicovaginales. 84.9

Ofros factores asoclados a la amenaza de parto pretérmino,

Entre ellos se mencionan e! estrés de la madre, el tabaquismo y el consumo de drogas, asi como la
actividad sexual en el Ultimo trimestre de embarazo. También se deben considerar la edad, peso y talla

materna para determinar un riesgo de parto pretérmino.



2.5. RUPTURA PREMATURA DE MEMBRANAS

Definicién

La ruptura prematura de membranas (RPM) es la ruptura de las membranas coricamniéticas con por lo
menos 2 horas antes del inicio del trabajo de parto. Se acompafa frecuentemente de la salida de Ifquido
amniético por la vagina.

Este evento convierte un embarazo normal en un embarazo de riesgo para la madre y para el feto.

Incidencia

La ruptura prematura de membranas (RPM) tiene una incidencia global de 5 a 10% y se presenta en
30% de los nacimientos prematuros. Es de 3% luego de las 32 semanas, de 28% entre las 28 y 31
semanas y de 31% antes de la semana 28. @

2.51. CARACTERISTICAS Y PROPIEDADES DE LAS MEMBRANAS
CORIOAMNIOTICAS.

Al 7mo. u 8vo. dfa el macizo celular interno se divide en endoblasto y epiblasto. En este ditimo se forma
una cavidad tapizada por células llamadas amnioblastos que al diferenciarse constituyen las membranas

amniéticas.

El amnios aumenta de tamafio hasta rodear al embri6n y termina uniéndose al corion en la 4% o 3¢

semana cuando desaparece e} caloma extraembrionario. ®

tas membranas corioamnibticas poseen propiedades elasticas, mismas gue les permiten la capacidad de
cierto estiramiento o deformidad.

El amnios posee un grosor de 0.02 a 0.5 mm. Est4 formado por células cubicas formando una capa gue

descansa sobre otra capa de tejido conectivo denso, rico en filamentos de colageno



2.5.2. INFECCION COMO CAUSA DE RUPTURA PREMATURA DE MEMBRANAS.

La infeccién es la causa a la que se le rasponsabiliza de la mayor parte de los nacimientos pretérmino con

y sin ruptura de membranas’

Algunas membranas son capaces de resistir la infeccién y terminan con un parto prematuro con bolsa
integra, pero otras més se rompen dando e} cuadro de RPM

2.5.2.1. Etapas de lainfeccién, @ 459

La infeccién sigue varios pasos antes de provocar la ruptura prematura de membranas.

1. La infeccién cervicovaginal es generada por gémmenes que han sido encontrados posteriormente en el
Ifquido amniético:

e Neisseria gonorrhoeae

o Chlamydia trachomalis

e Gardnerella vaginalis

o Mycoplasma hominis

o Ureaplasma ureallticum

s  Trichomonas vaginalis

e Candida albicans

o Estreptococo grupo B

e Anaerobios (Fusobacterium)
e  Estafilococo aureus

s Herpes simple

Pueden acceder a la cavidad amniética por:
* Via ascendente desde ¢l cérvix o la vagina
e Diseminacién hematégena a través de la placenta
e Viaretr6grada desde el peritoneo por las trompas

* Introduccién accidental por procedimientos quirirgicos
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La via ascendente es mas frecuente y los gérmenes encontrados en el llquido amnidtico son los mismos
que se encuentran en el tracto cervicovaginal: la corioamnioitis histolégica generalmente se presenta en el
sitio de ruptura, y éste por lo general se encuentra muy cerca gel cuello, por ejemplo, en el embarazo

gemelar la coricamnioitis histolégica se ve sélo en el primer feto.

La presencia de microorganismos genera un aumento de los macréfagos que liberan mediadores
(ctocinas) produciendo una respuesta inflamatoria. Estos mediadores pueden encontrarse en sangre,

sacreciones vaginales y liquido amniético.

Los marcadores endégenos de Ia inflamacion estimulan la sintesis de prostaglandinas y aumentan la

aclividad colagenasa y elastasa.

Marcadores endbgenos de la inflamaclén.
Intereucina 1-2-6-8-10
Factor de necrosis tumoral (TNF)
Factor de activacién plaquetaria (PAT)
Factores estimulantes del crecimiento de colonias (CSFs)

Proteina inhibidora de macréfagos 1 alfa (MIP 1 alfa)

Se ha demosirado que los productos bacteriancs son una fuente de fosfolipasa A2 y C, pudiendo

estimalar tamblén por esta via la produccion de prostagiandinas.

La presencia de estos faclores vuelve al Utero mas sensible a la oxitocina y 2 las prostaglandinas E2 y F2
alfa, trayendo como consecuencia el dafio en la membrana y un aumento de la contractilidad uterina por la
via de la adenilciclasa, @

Estadlos de )a infeccion, ©

Si no se trata y se controla inmediatamente la infeccién, ésta sigue por varios estadios:
Estadlo I: se da un sobrecrecimiento de microecrganismos facultativos o una presencia de microorganismos

patolégicos en cuello o vagina (vaginitis)
Estadlo li: los microorganismos ascienden a la cavidad uterina y se ubican en la decidua (deciduitis).

Estadio iil: los microorganismos llegan a la cavidad amniética {(amnioitis), los vasos fetales (coriovasculitis)

y/o el corion y el amnios {corioamnioitis)

Estadlo (V. los microorganismos llegan al feto, pudiendo causarse una neumonia, bacteriemia o sepsis.
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2.5.3. RIESGOS DE RUPTURA PREMATURA DE MEMBRANAS.

Los riesgos de ruptura prematura de membrana son aquellos que en general son riesgos de amenaza de

parto pretérmino, pera ademas es importante enfatizar algunos otros.

Incompetencia istmicocervical. Esta permite el ascenso de microorganismos al poner en contacto

progresivamente las membranas ovulares con la flora vaginal.

RPM como complicacién de la amniocéntesis. Esta complicacién se presenta con mds frecuencia

cuando se utiliza fa técnica suprapubica que cuando se realiza la transabdominal.

2.5.3.1. CLINICA DE LA RPM

El signo patogneménico de que ya existe una corioamnioitis es ta presencia del liquido amniético puruiento

seguido por contractilidad aumentada que no cede a la tocélisis.

La ruptura de membranas en general precede el comienzo del trabajo de parto. Este comienza

aproximadamente una hora después de haberse dado dicha ruptura en 35 a 40% de (os casos. "

En el Cuadro 4 se presentan las diferencias entre Ia ruptura prematura de membranas (RPM) con y sin

infeccion.

Cuadro 4. Diferencias mas claras entre RPM sin la presencia de infeccién y RPM con infeccién

presente.
RPM sin infeccion RPM con infeccién
Salida de liquido amnidtico por los genitajes. Salida de liquido amnidtico por los genitales, que en
ocasiones puede ser mucopurulento.
Disminucién de la altura uterina. Inicio de contractilidad que no cede a la tocolisis.

Taquicardia materna Y fetal.

Leucocitosis (>15000) con neutrofilia

2001 Population Council, Inc.
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2.6. EL LIQUIDO AMNIOTICO.

El saco amniético se forma durante {a primera semana de gestacién a partir de tejido propiamente
embrionario. Dicho saco consiste en una capa mesodérmica (el corién) y otra ectodérmica (el amnios).
Asl, la cavidad amnidtica crece ocupando el ceioma embrionario.  El agua del liquido amnidtico se
encuentra en equilibrio dinamico con el plasma fetal y el materno. A la par con el avance de la gestacién,
el liquido amniético refleja importantes cambios metabélicos del feto, la placenta e incluso la embarazada.
Ademas de su funcion de proteccién al feto, ef liquido amniético también constituye una fuente de

protefnas para el mismo {del 10 al 15% esta constituido por proteinas). @n

La composicién originat de! liguido amniético es esencialmente la misma que la del liquido intersticial, por
lo que se ha considerado que puede ser el resultado de un trasudado de (a piel fetal o bien un dializado de!
suero materno a través de las membranas fetales. Con la maduracién del feto, el liquido amnidtico sufre
una dilucién progresiva con la onna hipoténica que el mismo feto produce, aumentando su volumen de
aproximadamente 50ml al final del pnmer trimestre de gestacién hasta un promedio de un litro casi al

temino de fa misma, @

2.6.1. LA AMNIOCENTESIS.

La amniocéntesis es la puncién de la mas intema de las membranas que forma el saco que contiene el
liguido amniético. Se realize para extraer dicho liquido y realizar en éste estudios de diagnéstico prenatal
de los trastornos congénitos, estudios de bienestar fetal, estimaciones de madurez puimonar del feto y

diagnéstico de infeccién intraamniotica. @9

€l momento optimo para sjecutar la amniocéntesis depende del estudio que se requiera de acuergo 2 una
indicacion obstétrica especifica y se orienta fundamentalmente a tres campos muy amplios: diagnéstico
prenatal de los trastornos congénitos, entre las 14 y 16 semanas de gestacién; estudios del estado del feto
en cuanto a su bienestar, entre las 28 y 32 semanas; estimaciones de la madurez fetal, alrededor de la
semana 36 (entre 30 y 40 semanas de gestacién). Ademas del diagnéstico de infeccién intraamnibtica

entre las 26 y 37 semanas de gestacién. ©

La amniocéntesis por tratarse de un procedimiento quirlrgico invasivo debe ser realizado por personal

medico especializado y entrenado para el fin.

La eleccion del mejor sitio para efectuar la puncion depende def estadfo del embarazo, de {a colocacion

fetal y del criterio médico que utiliza gufa ultrasonografica.
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2.7. CLAMIDIA

2.7.1. GENERALIDADES

Las clamidias son bacterias intracelulares no méviles. Aunque consideradas originalmente virus debido a
que se multiplican en el citoplasma de las células huéspedes, ahora se las considera bacterias, puesto que
contienen tanto ADN como ARN, poseen una pared celular quimicamente similar a la de las bacterias

gramnegativas y contienen ribosomas. @

Se reconocen tres especies en el género Chlamydia: C. psiltaci, C. pneumonias y C. lrachomalis.

El término Chiamydia viene del griego Chlamys, que significa cubierta. Se piensa que las clamidias y las
rickettsias tienen un antecesor bacteriano coma@n. Durante mucho tiempo se considerd a las clamidias
como virus debido a que poseen algunas propiedades comunes o semejantes. Se reproducen dnicamente

dentre de las células vivas. Al igual que las bacterias, las rickettsias y los micoplasmas, las clamidias se

reproducen por fisidén binania. Las clamidias presentan sintesis proteica independiente y poseen DNA 'y

RNA juntos, mientras que los virus tienen DNA o RNA pero no ambos. (™'

Son susceptibles a antibidticos, lo que también las diferencia de los virus. Gon las bacterias comparten las

siguientes propiedades en general:

a) Divisién binaria

b) Posesién de paredes celulares.

c) Presencia de DNA y RNA al mismo tiempo.

d) Posesién de ribosomas

e) Susceptibilidad a los antibiéticos.

A pesar de poseer DNA y RNA juntos, requieren la produccién de ATP por parte de (a célula hospedadora.



14

2.7.2. MORFOLOGIA Y CICLO DE CRECIMIENTO DE LA CHLAMYDIA.

Todos los miembras pertenecientes al género Chlamydia son pequefias bacterias intracelulares, que se

reproducen por fisién binaria. En las células que invaden producen corpUsculos de inclusién grandes.

Producen dos tipos de inclusiones citoplasmaticas, la primera con una forma esférica, de 300nm y una
porcién central mas densa, reciven el nombre de cuerpos elementales (CE) o clamidiosporas, y son los
cuerpos de transporte, siendo aitamente infecciosos y resistentes al estado extracelular. Cuando estos
cuerpos elementales penetran a la célula huésped, aumentan de tamafio, convirtiéndose en cuerpos
reticulados (CR) o iniciales (segundo tipo de inclusién), de 800 a 1200nm, sin capacidad infectiva, y cuyo
periodo de evolucién es de aproximadamente 24 horas. Posteriormente, sufren una divisién por fisign

binaria dando lugar a nuevos cuerpos elementales infecciosos. 02

En la Figura 1 se muestra el ciclo de crecimiento de C. frachomatis, apreciandose los dos tipos de
inclusién arriba mencionados.

: iy L
1. Célula susceptible 2 Ingestidn I Waorganizacion en CK 4 Crecimiento mediante
dentro del fagosoma fisidn binaria - 24 hrs

Liberaclén de CE

S. Reorganizacién en CE 6. La Inclusién condens 7. Reorganizacién 9. Extruglén de masas de CE
CEYCR continuada medjante endocitosis (nversa

Figura 1. Ciclo de Creclmiento de C.trachomatis (medificado de Batleiger y Jones B: Infect Dis Clin Norh Am 1:55-81, 1987) por
Mumay, P., “Microbiologia Médica” 2e. Ed.

El género se divide en dos subgrupos A y 8. E! primero incluye a Chlamydis trachomatis, puesto que
posee en sus inclusiones una matriz de glicogeno y es sensible a la sulfadiazina. £l segundo incluye a

C. psittasiy C. pneumoniae y carece de ambas caracteristicas.

A la coloracién de Gram son negativos, tiféndose faciimente con coloraptes basicos. Con el colorante de
Giemsa, aparecen rojos, con (a coloracion de Macchiavelo, se observan rojos, y con la de Castafieda se

aprecian de un color azul intenso.
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Aunque Chlamydia es sensible a los antibitticos que inhiben la sintesis de mureina, las pruebas quimicas
para la mureina han resultado negativas. Aparentemente, la pared no contiene acido murémico (u ofro
aminoazucar) de manera que la rigidez de la clamidiospora o cuerpo elemental y la sensibilidad de las
células vegetativas a los antibiéticos que inhiben el enlace cruzado de peptidoglucano, tienen una base
desconocida. En ofros aspectos, la cubierta celular es similar a (a de otras bacterias Gram-negativas,

incluyendo la presencia de lipopolisacarido en (a membrana externa. %

2.7.3. INFECCIONES PRODUCIDAS POR Chlamydia trachomatis.

C. trachomatis es una de las causas mas comunes de enfermedades de transmisién sexual, incluyendo
uretritis no gonocdcica y epididimitis en hombres; cervicitis, uretritis y enfermedad Inflamatoria pélvica en
las mujeres; sindrome de Reiter, conjuntivitis y neumonla neonatales debidas a transmision desde la

madre. Actualmente se considera como uno de los factores que pueden encaminar 2 un parto pretérmino.
(10,11, 12)

En el Cuadro S se hace referencia a los tipos de infeccién producidas por C. trachomatis, asf como las
posibles complicaciones de las mismas.

Cuadro §. Tipos de infeccidn producidas por C. trachomatis y sus posibles complicaciones.

Huésped Infeccidn ' Complicaciones

Mujeres, Tracoma, conjuntivitis, uretritis Ceguera

hombres, nifios

Mujeres cervicitis Salpingitis, endometritis,
embarazo ectépico,
infertilidad,
endometritis postparto

Hombres proctitis Epididimitis,
Sindrome de Reiter

Lactantes Conjuntivitis, Estenosis rectal,
neumonfa, Obstruccidn linfatica
colonizacién asintomatica

farlngea y gastrointestinal.

Fuente: Murray p, “Microbiologia™ 2. Ed, 1997
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2.7.3.1. RIESGOS DE CONTRAER UNA INFECCION POR C. trachomatls.

Al igual que en ofras enfermedades de transmision sexual, diversos estudios han éenconfrado las

conductas de riesgo asociadas a la infeccién, como se enumeran a continuacion:

+« Cambios recientes de pareja sexual y muitiples compaferos sexvales (mas de 3).

» Sintomas genitales como cervicitis y la presencia de otra enfermedad de transmisién sexual.
Asi como con otras enfermedades de transmisién sexual, las mujeres estdn mas propensas a ser
infectadas. ya que éstas poseen una capa de células delgada y vulnerable en el cuello de la matriz o
cérvix haciéndolas mas vulnerables a presentar inflamacién de!l mismo. {cervicitis) y por consiguiente, a

infecciones por clamidia,

2.7.3.2. SIGNOS Y SINTOMAS EN UNA INFECCION DE TRANSMISION SEXUAL
POR C. trachomatis.

Generalmente la infeccién por C. trachomatis en tracio genital es asintomética, pero los signos y sintomas,
si existen, aparecen por lo regular entre una 2 dos semanas luego de la infeccién. Los sintomas son

similares a los de otra enfermedad de transmision sexual, la gonorrea,

En algunas mujeres puede existir una leve secrecion vaginal o dolor en el abdomen o0 pelvis; cuando la
bacteria esta localizada en el cérvix, |z infeccién toma el nombre de cervicitis; cuando invade uretra recibe
el nombre de uretritis no gonococcica para diferenciarla de la uretritis gonacéccica {gonorrea). Cuzlquier
contacto Intimo de los genitales, 4rea rectal y boca o el compartir articulos para el estimulo sexual puede

dar fugar a sintomas por la infeccién, los cuzles se describen a continuacion.

Es importante tomar en cuenta que el flujo vaginal anormal puede ser la manifestacién de infecciones

causadas por diferentes microorganismos.

En hombres |a uretra por lo genera) es el lugar afectado llegando a estar irritada; puede ocurrir secrecién
uretral, dolor al orinar o aumento de la frecuencia de onnar. La infeccién persistente puede causar

inflamacién de la préstata o de los testiculos.
Compficactones mas frecuentes.

s Enfermad pélvica inflamatoria.
e  Dolor pélvico crénico
e Adhesiones pélvicas o cicatrizacién

» En embarazadas, inicio de trabajo de parto prematuro.

Puede ocurrir clcatrizacién de las trompas de Falopio, que conectan los ovarios al (tero, lo que puede

causar un embarazo ectépico e infertitidad si no existe un tratamiento adecuado.
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2.7.3.3. TRATAMIENTO DE LA INFECCION POR C. trachomatis.

Todas {as Clamidias son sensibles a la tetraciclina y al cloranfenicol.

2.7.4. IMPACTO DE LA CHLAMYDIA DURANTE EL EMBARAZO.

La Clamidia puede pasar de madre a feto durante el parto. La infeccién por Clamidia en los recién nacidos
puede causar conjuntivilis neonatal y neumonfa. Ademés la Clamidia puede ser causa de un parto
prematuro.

La frecuencia de mujeres embarazadas infectadas por C. trachomatis en los Estados Unidos de

Norteamérica, oscila entre el 2 al 26% 2",
2.7.5. METODOS DE DETECCION DE LAS CLAMIDIAS.

Estos microorganismos poseen antigenos que pueden ser demostrados por técnicas de fijacion de

complemento, inhibicidn de hemaglutinacién, neutralizacién y sensibilidad dérmica. Son termoestables.

Las inoculaciones de secreciones en cultivos celulares de Mc.Coy irradiados proporciona un diagnéstico
de mayor sensibilidad, especialmente para el grupo A Sin embargo es un método que requiere mayor
costo y tiempo que la técnica de microinmunofluorescencia, con la que se ha conseguido la diferenciacion

de 15 inmunotipos. ('?



2.7.6. FUNDAMENTO DE LA UTILIZACION DE LA TECNICA
DE INMUNOFLUORESCENCIA DIRECTA PARA LA DETECCION DE
Chlamydia trachomatis.

La union antigeno-anticuerpo es especlfica, cada anticuerpo reconoce y se une a un determinado
antigenc. Esta unién se realiza por medio de uniones intermoleculares entre el antigeno y la zona del

anticuerpo, y da lugar ai complejo antlgeno-anticuerpo segun el modeio ltave-cerradura.

La inmunofluorescencia directa es la modalidad de inmunofluorescencia en la cual los anticuerpos
marcados con flucrocromos® se unen direclamente al antlgeno. En este caso la técnica de
inmunofluorescencia directa para la deteccién de C. frachomatis consiste en incubar la muestra con
anticuerpos monoclonales marcados con: isocianato de fluorescelna (FITC);, asi los antigenos
monoclonales se unen especlficamente a determinantes antigénicos presentes en la superficie celular de

las clamidias. ®"

En lza medida que una muestra directa puede dejar ver cuerpos elementales extracelulares o corpusculos
de inclusiéon o ambos, el diagnéstico tendrd que basarse solamente en la presencia de cuerpos
elementales. La mayor parte de los métodos de coloracién no pueden detectar cuerpos elementales; por lo
tanto, el diagnéstico de una infeccién por clamidia se ha basado en un cultivo celular, el cual es un
procedimiento con ciertos requerimientos técnicos y que lleva un tiempo considerable. Puesto que con el
Chismydia trachomatis Directa MicroTrak® se pueden detectar y distinguir (poder de resolucion) cuerpos
elementales en muestras directas de pacientes, este analisis proporciona un procedimiento simple y répido

para et diagnéstico de una infeccién por clamidia, @

2.7.6.1. PRINCIPIO DE LA TECNICA.

Se cuenta con un preparado de anticuerpos monoclonales contra la membrana proteica externa presente
en los 18 serotipos humanos conocidos de C. frachomatis y en las dos formas de!l organismo ( el cuerpo
elemental infeccioso y el cuerpo reticulado de réplica metabélicamente activo). Los anticuerpos estéan
marcados con isocianato de fluoresceina. La muestra se aplica directamente sobre una concavidad de
lamina y se colorea con el reactivo, el anticuerpo conjugado se une especificamente con  cualquier
C. trachomatis presente en el frotis. Se utiliza un enjuague para eliminar los anticuerpos no unidos. Asl,
cuando se ven las preparaciones an un microscopio de fluorescencia, los frotis coloreados de muestras de
Clamidia positiva contienen cuerpos elementales o reticulados verde-manzana, contrastados con el fondo

marrén-rajizo de las células con contratincién. 2"

Los fluorocromos* son sustancias que tienen la propisdad de emitir luz de una longitud de onda

delerminada cuando captan (son excitados) por una uz incidente de una longitud de onda caracter/stica.
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2.8. MICOPLASMA.

2.8.1. GENERALIDADES.

Los micoplasmas son organismos sin paredes celulares. Poseen una estructura celular exiremadamente

simple. Son uno de los arganismos més pequenos capaces de crecimiento auténomo

A través de diversos andlisis quimicos se ha demostrado que no poseen componentes clave de la pared
como el dcido murdmico y el acido diaminopimélico. Sin embargo, aungue se asemejan a los protoplastos
por la carencia de dicha pared celular, son mas resistentes a la lisis osmbética que éstos, ya que poseen

una mambrana celular compuesta por tres capas, la cudl es sumamente estable. (e

En un grupo de micoplasmas (os responsables de esta estabilidad parecen ser los esteroles, mientras que
en otros los carotenoides u otros compuestos. Pero este tipo de micoplasmas que posee esteroles en su

estructura no los sintetizan por s mismos, sino que los necesitan preformados en el medio de cultivo.

As( en base a su requerimiento de esterol, los micoplasmas se dividen en tres géneros'

Mycoplasma Requiere de esteroles
Achaleplasma No requiere de esteroles.
Thermoplasma No requiere de esteroles, pero ademas son

terméfilos.

Debido a que carecen de pared celular, los micoplasmas no pueden tedirse con el colorante de Gram. En

general isnen muy mala coloracién con los colorantes de aniina. {'?

Las céfulas de Mycoplasma son en general muy pequedias y muy pleomérficas a consecuencia de su falta
de rigidez. Una sola muestra o cultivo puede presentar desde elementos cocoides, formas hinchadas
mayores y estructuras filamentosas de longitudes variables, con frecuencia muy ramificadas. De esta
produccién de formas fllamentosas con apariencia de hongo deriva el nombre de Micoplasma

(myco=hongo). (10, 11.32)

El crecimiento en medio liquido puede dar fugar a muchas formas diferentes, entre ellas anillos, cuerpos
bacilares y espirilados, filamentosos y granulos o cocos. Por su parte los slementos cocoides (de 0.2a 0.3

um) son las unidades mas pequenas de Mycoplasma capaces de crecimiento independiente.

Es diflcil su observacién en un microscopio éptico, y en general se observan en el microscopio electrénico.

Debido a que no poseen pared celular no se emplea la lincién de Gram para su observacion.
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Las observaciones microscépicas sugieren que la repticacion de los micoplasmas se da por fragmentacién
de células filamentosas que contienen diversos componentes del ADN. Aunque en realidad el mecanismo

aun no se halla totalmente claro.

La mayorfa de los Mycoplasmas requieren para su crecimiento medios de cultivo muy complejos. Despues
de 2 a 6 dlas de Incubacién en un medio especial de agar s6lido, pueden observarse con una lupa
colonias aisladas con un tamafio de 20 a 500um. Dichas colonias son redondas, de superficie granular y

con apariencia de "huevo frito".

2.8.2, METABOLISMO DE LLOS MICOPLASMAS.

El metabolismo energético de los micoplasmas no es unica en todas sus especies. Algunas especies son
oxidadoras; poseen el sistema citocromo y producen ATP por fosforilacién oxidativa. Otras especies son
estrictamente fermentativas y producen energia por fosforitacién a nivel de! sustrato, produciende acido

lactico como praducto final de la fermentaci6n del azdcar. %12

Muchos micoplasmas utilizan la glucosa como fuente de carbono y energia, los ureaplasmas requieren
urea, en particular M. hominis requiere de arginina. Ademds fos micoplasmas tienen afinidad por las

membranas celulares.

2.8.3. INFECCIONES PRODUCIDAS POR LOS MICOPLASMAS EN EL TRACTO
GENITOURINARIO Y SU EFECTO EN EL EMBARAZO.

Algunos micoplasmas son flora normal de las vias genitourinarias, particularmente en las mujeres. En las
embarazadas, la portacién y sobrecrecimiento de ciertas especies de micoplasma en el cervix, como

Mycoplasma hominis y Ureaplasma ursalliticum, se ha asociado con coriamnionitis y bajo peso del recién
nacido. ('*'?

Ureaplasma ureallticum que requiere urea para su desarrollo, también se ha relacionado con amenaza
de aborto, abortos, partos pretérmino y neumonla intersticial del recién nacido. También se ha asociado
con poca frecuencia a estos microorganismos y a M. hominis con vaginitis, salpingilis, enfermedad

inflamatoria pélvica y fiebre postparto. **'?

Algunos estudios han relacionado la presencia en el tracto  cervicovaginal de U. ureaifticum  ylo

M. hominis con la ruptura prematura de membranas.

En caso de agbortos sépticos ha sido posible cultivar M. hominis y U. urealiticum a partir de los tejidos
fetales.

Diversos estudios a nivel internacional reportan prevalencia de M. hominis para mujeres embarazas de un

7 a un 18%, mientras que se ha reportado la prevalencia de U. urealfticim de un 18 a un 57%.%>"
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2.8.3.1. DIAGNOSTICO DE LABORATORIO.

Las muestras consisten en secreciones uretrales o genitales.

La observacién micrascopia directa es indtil. Las muestiras se siembran en medios sélidos especiales y se
iIncuban a 37°C de 3 a 7 dias, o en caldos especiales que se incuban aerébicamente. Las colonias

formadas por lo general tienen un aspecto de "huevo frito”.

Es necesario realizar al menos una resiembra para obtener un crecimiento adecuado que permita la

observacién microscopica ya sea por tincién o inmunofiuorescencia.

El método de microcultivo e identificacién a partir de su capacidad para metabolizar arginina (M. hominis) o
urea (U. urealflicum) ha sido poco utilizade, sin embargo ha demostrado ser un método practico, rapido y
muy sensible. ©?

2.8.3.2. TRATAMIENTO DE LA INFECCION POR MICOPLASMA.

El crecimiento de los micoplasmas no es inhibido por la penicilina y ofros antibiéticos que actuan
inhibiendo la sintesis de la pared celular, pero son sensibles a ofros antibidticos que actdan sobre
objetivos distintos de la pared. El desarrollo de estos microorganismos puede suprimirse con
espectinomicina. Las tetraciclinas y eritromicina en dosis de 2g diartamente para los aduftos pueden dar

una mejoria clinica pero no erradican al micoplasma. "
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2.8.4. FUNDAMENTO DE LA UTILIZACION DE LA TECNICA DE MICROCULTIVO
PARA LA DETECCION E IDENTIFICACION DE U. urealiticum y M. hominis A
PARTIR DE SU METABOLISMO. ©2

Los microcultivos son pruebas simples que se han desarrollado para demostrar en forma clara una
determinada caracteristica bioquimica como presencia o ausencia de una determinada actividad
enzimatica, determinada via metabdlica, crecimiento a una determinada femperatura, crecimiento en
presencia de inhibidores, etc. No significan de ninguna manera un estudio profundo del metabolismo
bacteriano.

En este caso los microcuitivos se utilizan para determinar la actividad de una via metabdlica a partir de un

sustrato que se incorpora en un medio de cultivo y que la bacteria al crecer transforma o no.

La técnica consiste en cultivar el microorganismo en un medio que contiene un determinado sustrato y
luego de la incubacidn visualizar ef crecimiento y la degradacién de dicho sustrato, ya sea por viraje de un
indicador o por agregado de un reactivo revelador de la presencia del sustratg, o de algin producto de su

degradacién.

Algunas bacterias como Ureaplasma urealiticum hidrolizar !a urea por medio de la enzima ureasa
liberando amonfaco y didxido de carbono. Estos productos alcalinizan el medio generando un virzje en el

indicador, que generalmente es el rojo de metilo.

El Mycoplasma hominis es capaz de degradar la arginina, primero por la ruta de la arginasa, en la que se
produce omiting y urea, después mediante la higrdlisis final de la urea por la enzima ureasa, generando
amonfaco y diéxido de carbono lo que provoca un viraje en el indicador rojo de metilo debido & la

alcalinizacién del medio.

Asl, U. ureallticum metaboliza la urea, mientras que . hominis es capaz de metabolizar arginina.
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3. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

Se desea conocer la frecuencia de infeccion  del tracto reproductivo  por microorganismos  como
C. trachomatis, Mycoplasma hominis y Ureaplasma urealiticum, particularmente en la poblacién de
pacientes con embarazo de alto riesgo, derechohabientes que acuden al Servicio de Medicina Materno-
Fetal en el CMN “20 de Noviembre”, ISSSTE. Hasta la fecha la informacién sobre estudios de la presencia
de estos microorganismos en liquido amniético es escasa, y su deteccién solo se ha logrado mediante

cultivos que suelen ser costosos y cuyo tiempo para obtener un resultado es muy largo.

Se sabe que estos microorganismos se transmiten via sexual, y la importancia de conocer la frecuencia de
infeccion por los mismos se debe a que éstos ademas de provocar una cervicovaginitis, se hallan
relacionados a la ruptura prematura de membranas, amenaza de parto pretérmino, cuya principal
consecuencia es la prematurez del recién nacido, que trae a su vez la posibilidad de la inmadurez

pulmonar, entre otros trastornos al producto.

También se sabe que algunas infecciones pueden ser adquiridas por el producto durante el parto, al tener
éste contacto con las secreciones de la madre. Incluso algunos microorganismos son capaces de invadir
de manera ascendente las membranas amniéticas y atravesarlas provocando una coriamnioitis e
infecciones al feto como conjuntivitis o neumonia fetal.

Por lo anterior, surgen las siguientes interrogantes.

¢Cual es la frecuencia de infeccion en tracto cervicovaginal de estos microorganismos para nuestra
poblacién de estudio?

¢ Podremos detectar estos microorganismos en liquido amnidtico utilizando las mismas técnicas que para
su busqueda en tracto cervicovaginal?

¢,Con que frecuencia podran estos microorganismos atravesar membranas e invadir fiquido amniético?
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4. OBJETIVO GENERAL

Conocer la frecuencia de infeccidn en tracto cervicovaginal (TCV) y liquido amnidtico (L.A.) por Chlamydia
trachomatis, Mycoplasma hominis y Ureaplasma urealiticum, en la poblacién de pacientes con embarazo
de alto riesgo de 26 a 37 semanas de gestacidn, atendidas en el Servicio de Medicina Materno-Fetal del
CMN “20 de Noviembre” del ISSSTE.

4.1. OBJETIVOS ESPECIFICOS

1. Desarrollar y describir el procedimiento adecuado para la deteccion de C. trachomatis,

M. hominis y U. urealiticum, en liquido amniético.

2. Conocer la frecuencia con la que el microorganismo encontrado en tracto cervicovaginal también
es hallado en liquido amniético.
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5. HIPOTESIS

Se considera la importancia de conocer la frecuencia de infeccién en tracto cervicovaginal y liquido
amniético por microorganismos como Chlamydia trachomatis, Micoplasma hominis y Ureaplasma
urealiticum, mismos que han sido asociados a la amenaza de parto pretérmino, a la ruptura prematura de
membranas y bajo peso al nacer. Es de particular interés la poblacion de pacientes con embarazo de aito
riesgo derechohabientes del ISSSTE que acuden al Servicio de Medicina Materno-Fetal en el CMN "20 de
Noviembre”.

Por lo anterior, se establecen las siguientes hipétesis de trabajo:

1. Se espera que la frecuencia de infeccion de Chlamydia trachomatis en tracto cervicovaginal sea
similar a lo reportado en estudios semejantes y que al menos en un 60% del liquido amniético de

las pacientes infectadas a nivel genital se detecte la presencia de este microorganismo.

2. Se espera que la frecuencia de infeccion de Mycoplasma hominis en tracto cervicovaginal sea
similar a la reportado en estudios semejantes y que al menos en un 60% del liquido amniético de

las pacientes infectadas a nivel genital se detecte la presencia de este microorganismo.

3. Se espera que la frecuencia de infeccién de Ureaplasma urealiticum en tracto cervicovaginal sea
similar a lo reportado en estudios semejantes y que al menos en un 60% del liquido amniético de
las pacientes infectadas a nivel genital se detecte la presencia de este microorganismo.



26

6. DISENO DE INVESTIGACION

Este trabajo de investigacién es de tipo observacional, prolectivo, transversal y descriptivo, que incluy6 a
pacientes con embarazo de alto riesgo, entre 26 y 37 semanas de gestacion, atendidas en el Servicio de
Medicina Materno-fetal del CMN “20 de Noviembre™ del ISSSTE, y que al momento del estudio mostraban

sintomatologia de infeccién cervicovaginal o amenaza de parto pretérmino.
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7. CRITERIOS DE INCLUSION Y EXCLUSION.

CRITERIOS DE INCLUSION

1. Seincluyen en el estudio todas las pacientes con embarazo de alto riesgo, con 26 a 37 semanas
de gestacion, atendidas en el Servicio de Medicina Materno-F etal del CMN “20 de Noviembre” del
ISSSTE, que muestren sintomatologia de infeccién en dicho tracto o amenaza de parto
pretérmino. Y ademas de las cuales se pueda obtener toda la informacién de las variables

consideradas en el estudio.

CRITERIOS DE EXCLUSION

1. Se excluyen del estudio aquellas pacientes con menos de 26 semanas de gestacion 0 mas de 37

semanas de gestaciéon al momento del interrogatorio.
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8. METODOLOGIA.

Se incluyeron a 52 pacientes con embarazo de alto riesgo, atendidas en el Servicio de Medicina Matemo-
Fetal, del CMN “20 de Noviembre” ISSSTE, en el periodo comprendido de 2 de Mayo del 2001 al 1°. de
Abril de 2002, que cumplieron con todos los criterios de inclusion; embarazos de 26 a 37 semanas de
gestacion por ultrasonido, y que mostraron sintomas de infeccion cervicovaginal o amenaza de parto
pretérmino.

Se realizé un registro continuo de dichas pacientes, segln acudieran a atenderse en el Servicio de
Medicina Matemo-fetal, en el que se incluyeron sus caracteristicas descriptivas (nombre, edad, semanas
de gestacion, diagnostico presuntivo). Se tomaron las muestras cervicovaginales para deteccién de

C. trachomatis y Micoplasma y se procesaron dentro de los 7 dias posteriores.

Se dio seguimiento a la evolucién de estas pacientes, y de aquellas programadas para amniocentesis se
obtuvo una muestra de liquido amniético para deteccion de los microorganismos anteriores. Se procesaron

las muestras dentro de los 2 dias subsecuentes.

Se realiz6 la deteccion de C. frachomatis en tracto cervicovaginal y liquido amniético mediante una
técnica de inmunofluorescencia, utilizando Chlamydia trachomatis Directa MicroTrak®. La deteccién de
Micoplasma (Mycoplasma hominis y Ureaplasma urealiticum) en tracto cervicovaginal y liquido amniético
se realiz6 mediante una técnica de microcultivo en base al metabolismo de estos microorganismos,
utilizando Mycoplasma Duo.

De aquellas pacientes que cumplieron con los criterios de inclusién, y de las cuales se hayan obtenido y
procesado muestras de tracto cervicovaginal y de liquido amniético al final del periodo de estudio, se
realizé la revisién del expediente para obtener todos los datos necesarios para completar el estudio,
incluyendo la evolucién del embarazo.

Por ultimo, se efectlo el andlisis estadistico de los resultados para obtener conclusiones.

8.1. DISENO ESTADISTICO

El disefio estadistico incluye:

1. Estadistica descriptiva.
2. Prueba de hipdtesis, X cuadrada

3. Prueba exacta de Fisher
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METODOLOGIA DIAGRAMA DE FLUJO

SELECCION DE PACIENTES

Pacientes con embarazo de alto riesgo, de 26 a 37 semanas de gestacion,
con sintomas de infeccién cervicovaginal o amenaza de parto prematuro.

:

Caracteristicas descriptivas:
numero de gestaciones, partos, cesareas y abortos.
Diagnéstico presuntivo.

REGISTRO DE DATOS

Nombre, edad, edad gestacional,

:

Proceso para deteccion de
Micoplasma, por microcuitivo.

Proceso para deteccién de OBTENCION DE MUESTRAS
C trachomatis, por < CERVICOVAGINALES >
inmunofluorescencia.

- OBTENCION DE MUESTRAS
Proceso para deteccién de DE LiQUIDO AMNOTICO
C trachomatis, por (mediante amniocéntesis >
inmunofluorescencia. < realizada por el personal

médico)

4

REPORTE DE RESULTADOS

}

Proceso para deteccion de
Micoplasma, por microcultivo.

REVISION DE EXPEDIENTES
Se completan datos del estudio:
Semanas de gestacién al momento del nacimiento
Peso del recién nacido

:

APLICACION DEL DISENO ESTADISTICO
Estadistica descriptiva, X cuadrada y
Prueba exacta de Fisher

v

‘ ANALISIS DE RESULTADOS |

v

| OBTENCION DE CONCLUSIONES
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9. MATERIAL, REACTIVOS Y EQUIPOS.

9.1. MATERIAL PARA TOMA DE MUESTRA CERVICO-VAGINAL

9.1.1. Para deteccion de C. trachomatis.

e Cepillos citologicos estériles

e Laminas de vidrio con concavidad

e  Ampolletas de metanol para fijar la muestra.
9.1.2. Para deteccion de M. hominis y U. urealiticum.

e Hisopo estéril

e Viales con medio de suspension preparado para toma y transporte de muestras (MYCOPLASMA
DUO).

9.2. MATERIAL Y EQUIPO PARA TOMA Y MANEJO DE MUESTRA DE L.A.
Elliquido amniético se obtiene en el quiréfano por el procedimiento de amniocéntesis.
9.2.1. Material para manejo de la muestra en el laboratorio:

e Tubos conicos de propileno de 15ml, graduados, con tapén de rosca estériles.

e Pipetas Pasteur estériles.

e Tubosde ensayo de 13 X 100.

9.2.2. Equipo para el manejo de la muestra en el laboratorio:
» Centrifuga
9.2.3. Material para la preparacion de la muestra de L.A. para la deteccion de C.trachomatis:

e Laminas de vidrio con concavidad.

* Ampolletas de metanol para fijar la muestra

9.2.4. Material para la preparacion de la muestra de L.A. para la deteccion de M. hominis 'y
U. urealiticum:

o Viales con medio de suspensién preparado para toma y transporte de muestra (MYCOPLASMA
DUO).
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9.3. REACTIVOS, MATERIAL Y EQUIPO PARA EL PROCESAMIENTO DE LAS MUESTRAS

9.3.1. Deteccién de C. trachomatis en muestras cervicovaginales y muestras de liquido amniético:

9.3.1.1. Reactivos
o  Kit Chlamydia trachomatis directa , MycroTrak
{por inmunofluorescencia)

= Reactivo para C. trachomatis, liofilizado
=  Diluyente de reconstitucién
=  Fluido de montaje

e Agua destilada

e  Aceite de inmersién

9.3.1.2. Material

Pipeta graduada de 2ml estéril.
Pipeta automatica de 25pul.
Puntas para pipeta automatica.
Gasas humedas.

Papel absorbente

Rejilla.

Cubreobjetos.

9.3.1.3. Equipo
o  Microscopio de fluorescencia
o conun primer filtro de 450 a 490nm,
o un segundo filtro de 520 a 560nm
o yun objetivo de 100x

9.3.2. Deteccion de M. hominis y U. urealiticum en muestras cervicovaginales y muestras de liquido
amniotico: '

9.3.2.1. Reactivos:
e Kit Mycoplasma Duo para identificacién y titulacion diferencial.
o Microplacas de 6 pocillos
= 2 pocillos de sustrato deshidratado para identificacion y titulacion diferencial de
U. urealiticum.
= 2 pocillos de sustrato deshidratado para identificacion y titulacion diferencial de
M. hominis.
= 1 pocillo de enriquecimiento.
= 1 pocillo de dilucién.
o Frasco de diluyente con tapén cuentagotas.

9.3.2.2. Material
o  Micropipetas de plastico
o Hojas adhesivas.

9.3.2.3. Equipo
e Estufaa37°C.
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10. PROCEDIMIENTO

La deteccion de C. trachomatis se lleva a cabo mediante una técnica de inmunofluorescencia, utilizando la
prueba Chlamydia trachomatis Directa MicroTrak®, mientras que la deteccién de M. hominis y

U. ureallticum se realiza mediante una técnica de microcultivo, utilizando la prueba Micoplasma Duo.

Dichas pruebas se utilizan en muestras cervicovaginales de la manera habitual, pero probaremos utilizar
las mismas para la deteccién de estos microorganismos en liquido amniético, para lo cual primero se debe

preparar la muestra de liquido en el laboratorio

10.1. TOMA DE MUESTRA CERVICOVAGINAL PARA IDENTIFICACION DE C. trachomatis.

Este procedimiento es realizado por un médico, o bien, por personal clinico entrenado.

Se deben tener todas las precauciones de manejo y desecho de materiales biolégicos potencialmente
infecciosos.

1. Limpiar el exocuello con una torunda de algodén estéril, para limpiar el exceso de secrecion
mucosa. Desechar la torunda
Introducir cuidadosamente el cepillo citolégico en el canal endocervical.
Tocando la pared cervical, girar el cepillo citolégico una vuelta completa (360°).
Retirar el cepillo raspando ligeramente la pared vaginal, con la finalidad de obtener un buen
numero de células representativas de todo el tracto cervicovaginal.

5. Preparar la lamina inmediatamente después de retirar el cepillo.

10.1.1. PREPARACION DE LA MUESTRA PARA APLICAR SOBRE LAS LAMINAS.

1. Colocar la parte del cepillo citolégico que contiene la muestra horizontalmente en el centro de fa
concavidad de la lamina.

2. Girar el cepillo aplicando cierta presion, moviéndolo hacia delante y hacia atras a través de la
concavidad.
Verificar que el frotis cubra toda la concavidad.
Dejar que la muestra seque completamente al aire.
Colocar la lamina horizontalmente, e inundara con 0.5 ml de metanol, para fijar la muestra, y

dejar que el liquido se evapore por completo.
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10.1.2. ALMACENAMIENTO Y TRANSPORTE DE LA MUESTRA.

Laminas preparadas para deteccioén de C. trachomatis.

Si la muestra no va a ser procesada inmediatamente para su lectura, se debe almacenar de la siguiente

forma:

Las ldminas preparadas deben ser almacenadas en sus empaques de cartén individuales, los cuales
deben ser etiquetados con los datos de la paciente y la fecha de la toma. Deberdan mantenerse a la

siguiente temperatura:

¢ Atemperatura ambiente de 20° a 30° C, hasta por 24 horas.
e En refrigeracion, entre 2° a 8° C, hasta por siete dias después de la toma de la muestra.

e A-20°C por méas de 7 dias y hasta 3 meses.

Si la muestra por algin motivo debiera ser transportada, se recomienda realizarlo bajo las mismas
condiciones de almacenamiento, utilizando para el fin una caja de material aislante (unicel) con bolsas de
gel refrigerante, hielo o hielo seco.

102. TOMA DE MUESTRA CERVICOVAGINAL PARA IDENTIFICACION DE M. hominis y
U. urealiticum.

Este procedimiento es realizado por un médico, o bien, por personal clinico entrenado.

Se deben tener todas las precauciones de manejo y desecho de materiales biolégicos potencialmente
infecciosos.

1. Limpiar el exocuello con una torunda de algodon estéril, para limpiar el exceso de secrecion
mucosa. Desechar la torunda.

Introducir cuidadosamente un hisopo de algodén en el canal endocervical.

Realizar un raspado de la pared cervical, para obtener un buen nimero de células.

Bajando cuidadosamente el hisopo, realizar un raspado de la pared vaginal.

Retirar el hisopo con mucho cuidado.

R

Inocular la muestra en 2ml de medio de suspension, contenidos en el vial (Micoplasma Duo),
sumergiendo y agitando ligeramente el hisopo dentro-del vial. El medio de suspension debe estar
previamente a temperatura ambiente.

7. Desechar el hisopo y tapar perfectamente el vial.
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10.2.1. ALMACENAMIENTO Y TRANSPORTE DE LA MUESTRA.

Viales con muestra para identificacién de M. hominis y U. urealiticum

La muestra puede almacenarse para su posterior procesamiento:

o Durante 24 horas, a temperatura ambiente.

o Hasta 48 horas, entre 2°y 8° C.

e Hasta 6 meses, congelado a-20°C.
Si fuera necesario la muestra debe transportarse en el medio de suspensiéon. Se recomienda realizarlo
bajo las mismas condiciones de almacenamiento, utilizando para el fin una caja de material aislante

(unicel) con bolsas de gel refrigerante, hielo o hielo seco.

10.3. TOMA DE MUESTRA DE LiQUIDO AMNIOTICO.

Lamuestra de L.A. se obtiene mediante el procedimiento de amniocéntesis, misma que por tratarse de un
procedimiento quirdrgico invasivo debe ser realizado por personal médico especializado y entrenado para

el fin, y dentro de un area totalmente aséptica como el quiréfano.

10.3.1. MANEJO DE LA MUESTRA DE LiQUIDO AMNIOTICO.

La muestra debe ser manejada en condiciones de asepsia y antisepsia.
2. Se quita la aguja de la jeringa, y se vacian 10ml de L.A. a un tubo cénico estéril con tapén de
rosca.
Se coloca el tapén para sellar perfectamente el tubo.
Se centrifuga la muestra a 3000 rpm durante 10 minutos.
5. Sedecantan 8 ml del sobrenadante de L A. (el cual es utilizado para otras pruebas habituales del
laboratorio de Medicina Materno-fetal), en un tubo de ensayo.
Se resuspende el botén celular en los 2ml del L.A. que quedaron en el tubo cénico.
Con el resuspendido anterior se prepara la muestra para deteccion de C. trachomatis, M. hominis

y U. urealiticum.

10.3.2. PREPARACION DE LA LAMINA PARA DETECCION DE C. trachomatis EN LiQUIDO
AMNIOTICO.
Colocar una lamina con concavidad sobre una supeirficie horizontal
2. Con una pipeta Pasteur estéril se deposita una gota del resuspendido final de L.A. sobre la
concavidad de la lamina.
Se extiende la muestra en toda la concavidad, ayudandose con la punta de la pipeta.
4. Dejar que la muestra seque completamente al aire.
Inundar la muestra con 0.5 ml de metanol, para fijarla, y dejar que el liquido se evapore por

completo.
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10.3.3. ALMACENAMIENTO Y TRANSPORTE DE LA MUESTRA.

Laminas para deteccién de C. trachomatis.

Si la muestra no va a ser procesada inmediatamente para su lectura, se debe almacenar y/o transportar

siguiendo las mismas recomendaciones que para las muestras de exudado cervicovaginal (10.1.2)
10.4. PREPARACION DE LA MUESTRA PARA IDENTIFICACION DE M. hominis Y U. urealiticum.

1. Con una pipeta Pasteur estéril se deposita aproximadamente 1ml del resuspendido final de L.A.
y se agrega a los 2ml del medio de suspensién contenidos en el vial (Mycoplasma Duo). El medio
de suspension debera estar previamente a temperatura ambiente.

2. Secierra el vial y se agita ligeramente para homogeneizar la muestra.
10.4.1. ALMACENAMIENTO Y TRANSPORTE DE LA MUESTRA.
Viales con muestra para identificacion de M. hominis y U. urealfticum

Si la muestra no va a ser procesada inmediatamente para su lectura, se debe almacenar y/o transportar

siguiendo las mismas recomendaciones que para las muestras de exudado cervicovaginal (10.2.1)
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10.5. METODO DE DETECCION DE C. trachomatis EN MUESTRAS DE EXUDADO CERVICOVAGINAL
(ECV) Y DE LiQUIDO AMNIOTICO (L.A.)

10.5.1. PRINCIPIO.

Se tiene un preparado de anticuerpos monoclonales contra la membrana proteica externa principal
presente en los 18 serotipos humanos conocidos de C. trachomatis y en las dos formas del organismo: el

cuerpo elemental infeccioso y el cuerpo reticulado de réplica metabolicamente activo.

Los anticuerpos estdn marcados con isocianato de fluoresceina. Cuando se aplica directamente la
muestra sobre una concavidad de lamina y se colorea con el reactivo, el anticuerpo conjugado se une
especificamente con cualquier C. trachomatis presente en el frotis. Con un paso de enjuague se eliminan
los anticuerpos no unidos. Asi, cuando se ven las preparaciones en un microscopio de fluorescencia, los
frotis coloreados de muestras de Ciamidia positiva contienen cuerpos elementales o reticulados verde-

manzana, contrastados con el fondo marrén-rojizo de las células con contratincion.

10.5.2. DESCRIPCION DE LOS REACTIVOS.

Reactivo para C. trachomatis y diluyente de reconstitucion.
El reactivo contiene anticuerpos monoclonales de murinos purificados especificos, marcados con
fluoresceina, contra C. trachomatis, contratincién de azul de Evans y supresores de coloracion no

especifica en una solucién tampén de proteina estabilizada.
El diluyente de reconstitucion contiene 0.1% de azida sodica en agua desionizada.

Después de la reconstitucion, mantenga el reactivo a una temperatura ambiente de 20° a 25° C durante 30

minutos antes de utilizarlo.

Fluido de montaje.
Con un pH de 9.4 el fluido de montaje contiene un tampdn de fosfato, glicerol y un agente destinado a
retrasar la fotodecoloracion.

10.5.3. PREPARACIONES CONTROL.

Las preparaciones Control Positivas C. trachomatis contienen células de mamiferos fijadas y cuerpos
elementales y reticulados que se aproximan a la apariencia de organismos de Clamidia en una muestra
positiva. El diagnéstico en muestras de pacientes tiene que basarse solamente en la presencia de cuerpos
elementales.

Las preparaciones Control Negativas contienen solamente células de mamiferos.
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Las preparaciones deben permanecer selladas hasta su utilizacién y mantenerse a una temperatura entre
2°y 8° C. Antes de sacar una preparacién control de su empaque para su utilizacion, ésta debe dejarse a

temperatura ambiente por un lapso de entre 5y 15 minutos y utilizarla inmediatamente.

Precaucién: Las Clamidias en preparaciones de control positivas MicroTrak® han demostrado ser no
infecciosas en cultivo; sin embargo, se aconseja que los usuarios tomen las mismas precauciones de
seguridad que aquéllas tomadas al manejar y desechar otros materiales biologicos potencialmente

infecciosos.

10.6. PROCEDIMIENTO PARA DETECCION DE C. trachomatis EN MUESTRAS DE EXUDADO
CERVICOVAGINAL (ECV) Y LIQUIDO AMNIOTICO (L.A.)

Se deben tomar todas las precauciones de seguridad para manejo y desecho de materiales biolégicos
potencialmente infecciosos.

1. Preparar el reactivo de acuerdo a las instrucciones del Anexo 3

2. Dejar que el reactivo, las preparaciones control y las muestras de la paciente (ECV y LA}
alcancen la temperatura ambiente.
Afiadir 30 pl de reactivo a cada preparacion de control y muestra fijada.
Con ayuda de un aplicador estéril, distribuir el reactivo en toda el area de la concavidad de la
lamina, sin raspar la muestra. Refrigerar inmediatamente después el reactivo restante de 2° a 8°.

5. Dejar incubar las preparaciones durante 15 minutos a temperatura ambiente en una camara bien
humidificada, resguardandolas de la luz. Se debe evitar que se sequen los anticuerpos en las
muestras, ya que el secado provocara una union no especifica.

6. una vez transcurridos los 15 minutos, se lavan las laminas bajo el chorro de agua destilada
durante 30 segundos.

7. Se elimina el exceso de humedad del borde de cada preparacion, esta se debe resguardar en
todo momento de la luz excesiva.

8. Afadir una gota de fluido de montaje en el centro de la concavidad de la lamina. Colocar un
cubreobjetos encima de la gota, evitando la formacién de burbujas.

9. Leer las preparaciones utilizando para ello un microscopio de fluorescencia. Utilizar el objetivo de
inmersién para una mejor lectura.

Nota: si no es posible leer inmediatamente las preparaciones después de la coloracion, almacenarlas en
un lugar oscuro de 2° a 8° C dentro de las 24 horas siguientes. Dejar que las preparaciones alcancen la
temperatura ambiente antes de la lectura o habra condensacién, provocando oscurecimiento de las
muestras.

10. Rastrear completa y cuidadosamente toda la concavidad buscando organismos de Clamidia.

11. Realizar las observaciones e interpretar la lectura. (Ver interpretacion de la lectura.)
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10.6.1. OBSERVACIONES EN LA LECTURA.

Organismos de Clamidia. Las formas mas comunes en las muestras positivas de C. frachomatis son los
cuerpos elementales extracelulares, los cuales asemejan puntas de alfiler individuales de fluorescencia
brillante de color verde-manzana. El diagndstico debe basarse Unicamente en fa presencia de cuerpos

elementales. La preparacion control positiva debe emplearse como guia para el diagnéstico.

También pueden estar presentes otras formas del organismo. Algunas Clamidias (aproximadamente 2-3
veces el tamafio de un cuerpo elemental) pueden colorearse con un halo periférico. Estos representan
organismos inmaduros de cuerpos reticulados o formas intermediarias entre cuerpos elementales y
reticulados liberados de inclusiones rotas. Raramente se ven inclusiones intactas de Chlamydia

intracelular.

Otro material fluorescente. Cualquier particula fluorescente que tenga forma irregular, sea diferente en
tamarfio o apariencia de los cuerpos elementales de Clamidia, o tenga una fluorescencia amarilla, blanca,
roja, o cualquier otra diferente a la verde-manzana, debera considerarse como un artefacto. Por otra parte
se tendra que desechar cualquier particula que emita una fluorescencia “vitrea" intensamente brillante o

tenga un color verde-oliva mas apagado.

Los anticuerpos monoclonales utilizados en el reactivo de Chlamydia trachomatis directa MicroTrak® son
altamente especificos para la membrana proteica externa principal de C. trachomatis. Sin embargo,
ciertas especies de bacterias {por ejemplo, los estafilococos) pueden ligar algunas inmunoglobulinas a sus
superficies, por ejemplo, un anticuerpo de MicroTrak® (una inmunoglobulina) y aparecer fluorescentes. A
pesar de esto, en todos los casos de coloracién de bacterias, los cuerpos elementales de C. trachomatis
pueden distinguirse de las bacterias por sus caracteristicas morfolégicas. Los cuerpos elementales de
Clamidia tienen aproximadamente 300nm de diametro y se colorean uniformemente sobre toda la
superficie, mientras que las células de bacteria son generalmente 2-3 veces mas grandes que dichos

cuerpos elementales y tienden a colorearse en el borde, dando por resultado una apariencia de rosquilla

10.6.2. EVALUACION DE LA LECTURA.

Preparaciones de control. Por lo menos 10 cuerpos elementales con un fondo de contraste rojizo-
marrén de células con contratincién tendran que ser identificables en una preparacion de control positiva.
En la preparacién de control negativa no se tendra que visualizar fluorescencia, aunque las células con
contratincién tendran que ser visibles.

La apariencia de los cuerpos elementales en la preparacién de control positiva se tendra que utilizar como

referencia en la evaluacion de los cuerpos elementales en muestras de pacientes.

Resultados Negativos. Si los frotis coloreados son exentos de organismos de Clamidia, entonces se

podra informar de un resultado negativo. En el informe se debe indicar si habia o no células epiteliales
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cilindricas o cubicas en el frotis. La sensibilidad del analisis de C. trachomatis depende de la presencia de
células epiteliales cilindricas o cubicas, 10-20 células epiteliales cilindricas o clbicas son suficientes para

que el diagnéstico de Chlamydia trachomatis sea exacto.

10.6.2.1. DIAGNOSTICOS POSITIVOS.

e Con la presencia de 5 cuerpos elementales de Chlamydia 0 més en muestras cervicovaginales,
se informara de un resultado positivo
e Debido a la alta dispersion de células, se considerara un resultado positivo cuando se encuentre

la presencia de 2 o mas cuerpos elementales en liquido amniético.

Nota: Si se observan menos cuerpos elementales de Clamidia con respecto a los criterios establecidos por
el laboratorio, se debe sospechar de una infeccion. Para establecer el diagnéstico, se debe tomar otra
muestra y analizarla.

10.6.2.2. INTERPRETACION DE LOS RESULTADOS DEL ANALISIS.

En poblaciones con una alta frecuencia de infecciones por Clamidia, un resultado positivo del Chlamydia
trachomatis Directa MicroTrak® se considera positivo para una infeccién por C. frachomatis. En
poblaciones con una baja frecuencia de infeccién (5% o menos), un resultado positivo del C. trachomatis

Directa MicroTrak® tendra que interpretarse cautelosamente.

10.6.3. SENSIBILIDAD Y ESPECIFICIDAD.

En el caso de muestras urogenitales, la sensibilidad de Chlamydia trachomatis Directa MicroTrak® es de
un 92%, mientras que la especificidad es de un 98%. En el caso de muestras de liquido amniético no se
ha determinado la especificidad y la sensibilidad de esta prueba.

10.6.4. PARAMETROS CRITICOS.

1. Laobtencién de una muestra adecuada es decisiva para la ejecucion del analisis.

2. Antes de la fijacion, asegurese de que el material untado en la ldmina sea visible en la concavidad de
la lamina. Cuando se cubre correctamente, la lAmina tendra un aspecto opaco. Las células deben ser
visibles en una concavidad antes de que se pueda registrar un resultado negativo.

3. En las muestras de liquido amniético se debe centrifugar la muestra a fin de obtener un buen cumulo
de células, pero al mismo tiempo la resuspension sirve para que éstas no aparezcan encimadas en el
frotis y sea imposible la lectura de dicha muestra.

4. Para verificar la ejecucion del procedimiento de coloracién y el funcionamiento del microscopio, se
debe analizar tanto la preparacién control positiva de C. trachomatis como una preparacion control
negativa, en paralelo con cada serie de muestras de pacientes. Utilizar la apariencia de los cuerpos

elementales en la preparacién de control positiva de C. frachomatis como una referencia.
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No se ha verificado el funcionamiento de la prueba en muestras de liquido amniético.

6. El reactivo de trabajo (reactivo reconstituido con exactamente 2.0 ml del diluyente de reconstitucion)
se optimiza para detectar los 18 serotipos humanos conocidos de Chlamydia trachomatis. Una
dilucién o aduiteracién del reactivo de trabajo puede acarrear perdida de sensibilidad.

7. Al untar las laminas con la muestra, tener cuidado de hacerlo dentro del perimetro de la concavidad,
esto asegura que el reactivo no se salga fuera de la concavidad al momento de colorear.

8. 30 pl de reactivo es suficiente para cubrir un frotis celular contenido en una concavidad de lamina de
8 mm. Modificaciones del procedimiento pueden acarrear dificultades para cubrir todo el frotis con
este volumen,

9. Los objetivos en aceite de alta calidad para la deteccién y la confirmacién proporcionaran una
sensibilidad méxima al procedimiento de analisis. La utilizacion de un objetivo de aceite con aumento

de 100x es esencial para la confirmacién de la morfologia-de un cuerpo elemental.

10.7. METODO PARA DETECCION DE U. urealiticum y M. hominis EN MUESTRAS DE EXUDADO
CERVICOVAGINAL Y DE LIQUIDO AMNIOTICO (32)

El género Micoplasma es un microorganismo comensal que coloniza la mucosa del tracto urogenital y a
causa de algunas circunstancias se multiplican de forma desmedida, dando lugar a diversas
enfermedades.

Mycoplasma Duo permite cultivar, identificar y determinar el titulo diferencial del micoplasma urogenital,
Ureaplasma urealfticum y Mycoplasma hominis., con un método de lectura simplificada que asegura una

interpretacion exacta de investigacion, entre 24 a 48 horas.

10.7.1. PRINCIPIO

La identificacion y titulacion de micoplasmas urogenitales estan basadas en las propiedades especificas
del metabolismo de cada organismo:
Hidrélisis de - urea por Ureapiasma urealiticum
- arginina por Mycoplasma hominis.
con la liberacién de amoniaco y la alcalinizacién del medio. Estos componentes se hallan contenidos en

. . . . . . . 2
micropocillos que a su vez estan dispuestos sobre una microlamina, ¢

La reaccién se visualiza por el cambio de color del pH indicador de amarillo al rojo (rojo fenol).

Micropocillo amarillo: ausencia de micoplasmas

Micropocillo rojo: presencia de micoplasmas.
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10.7.1.1. LA MICROLAMINA

1. Descripcion.
- Cada microldamina incluye 6 pocillos conteniendo:
- Sustratos deshidratados para la identificacién.
- Factor de crecimiento para asegurar una 6ptima sensibilidad

- Agentes inhibidores del crecimiento para la flora polimorfa contaminante y asegurar una

Q Q Q U y U»10* : Identificacion y titulacion de U.
urealfticum (contiene urea).

@ @ @ H Y H>10% : Identificacion y titulacion de M.

hominis.(contiene arginina)

@ D: Pocillo de dilucién.

Paciente:
K Fecha: J X : Medio selectivo enriquecido para micoplasmas.
(Preparacion de la muestra para el antibiograma).

optima selectividad.

2. Funcionamiento

La identificacion estda basada en la hidrélisis especifica de la urea o la arginina por la especie de
micoplasma presente en la muestra, la cual se distingue por un cambio de color del pocillo conteniendo el
sustrato apropiado, sin alterar el medio:
Si el pocillo U se pone de color rojo: presencia de U. urealiticum.

o Siel pocillo H se pone de color rojo: presencia de M. hominis.

= Siambos pocillos U y H se ponen de color rojo: presencia de ambos, U. urealiticum y M. hominis.

La titulacion estd basada en el principio de diluciones en un medio liquido. Mediante sucesivas
diluciones de la muestra en un medio de suspensién en el pocillo D (dilucién 10°™"), y finaimente en los

pocillos U>10* y H>10* (diluciones 10%), donde la titulacién de la cepa puede ser determinada.

Este titulo se verifica cotejando el nimero de pocillos, cuyo color haya cambiado hacia rojo dentro de las
24 ¢ 48 horas; cada pocillo en color rojo contiene por lo menos una UCC (Unidad Cambiante de Color), ver

el diagrama de lectura.
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El titulo se expresa en el nimero de UCC/ml de muestra. La técnica permite la titulacion a niveles
alrededor de 10° y 10 /ml , cuyos niveles de umbral patogénico: 10™/ml para Ureaplasma urealiticum y
10 /ml para Mycoplasma hominis en muestras cervicovaginales. Para liquido amniético se considerara

patogénico cualquier titulo positivo.

10.7.2. PROCEDIMIENTO.

La siembra en la microldmina debe realizarse tomando todas las precauciones para el manejo de
materiales biolégicos potencialmente infecciosos.

El procedimiento a seguir es paso a paso el indicado en el inserto de Micoplasma Duo mismo que a

continuacion se describe:  ©?

1. Utilizando el frasco cuentagotero, distribuir 4 gotas (200 pl) del diluyente en cada uno de los tres pocillos

de la fila de debajo de la microlamina. U>10*, D y H>10" .

2. Utilizando una micropipeta, distribuir el medio de suspensién sembrando con la muestra.
e 4 gotas (100 pl) en cada uno de los tres pocillos de la fila de arriba de la microlamina:; U, Xy H.

e 1 gota (25 W) en el pocillo D.

3. Dilucién 1072 Utilizando una micropipeta diferente (es indispensable cambiar cada vez de pipeta para las
diluciones, debido a que los micoplasmas se adhieren al plastico), homogeneizar a fondo el contenido del
pocillo (aspirando y descargando el contenido 3 veces), a continuacion aspirar la suspension y transferir
una gota (25 pl) al pocillo U>10* y otra gota (25pl) al pocillo H>10* . Todas las micropipetas utilizadas
deben ser desechadas.

4. Cubrir la microlamina con una hoja adhesiva.

5. Incubar durante 24 horas a 37° C en una estufa, a continuacion si fuera necesario, prolongar la

incubacion por otras 24 horas. (Ver Lectura e interpretacion).

10.7.3. LECTURA E INTERPRETACION.

Lectura

e La primera lectura se lleva a cabo después de las 24 horas de incubacion: esto proporciona un
resultado definitivo en las muestras con titulo alto (10* UCC/ml).
e Esnecesario realizar una segunda lectura después de las 48 horas de incubacién para:
o Confirmar resultados negativos.
o Detectar las cepas presentes a bajos titulos (<1 0% ucc/ml)
o Detectar las cepas presentes en titulos altos (>10* UCC/ml), pero caracterizados por un

metabolismo de baja actividad.



43

Interpretacion.

Pocillo rojo: U: presencia de U. urealiticum
—>

H: presencia de M. hominis.

Pocillo amarillo: U: ausencia de U. urealfticum
—>

H: presencia de M. hominis.

El diagrama de lectura e interpretacion es idéntica para ambas especies de micoplasma.
e Realizar la lectura de los micropocillos DUO Uy U>10* para valorar U. urealiticum.

e Realizar la lectura de los micropocillos DUO Hy H>10* para valorar M. hominis.

El MICOPLASMA DUO permite la titulacién diferencial de las dos especies de micoplasma, que pudieran

estar ambos presentes en la misma muestra.

Con MICOPLASMA DUO las muestras se clasifican como sigue:
* Negativo
s  Positivo para U. urealiticum: el cambio de color ocurre sélo en el pocillo/s U.
e Positivo para M. hominis: el cambio de color ocurre sélo en el pocillo/s H.
e Positivo para ambos U. urealiticum y M. hominis: un cambio de color en ambos pocillos indica

que las dos especies estan presentes en la muestra.

LLlevar a cabo la lectura de titulaciéon de cada especie.
Nota: Lectura diferida (p.ej. fin de semana): Todos los resultados permanecen estables a partir de 48
horas, sea cual sea el titulo, por lo que es posible realizar la lectura diferida.
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11. RESULTADOS.

Se realiz6 el estudio incluyendo a 52 pacientes con embarazo de alto riesgo cuyas edades se
encontraban entre los 23 y los 45 afios, con 26 a 37 semanas de gestacion y que presentaban sintomas
de infeccién cervicovaginal o amenaza de parto pretérmino, obteniéndose los siguientes datos descriptivos

del grupo.

Cuadro 6. Datos descriptivos del grupo.

MINIMO  MAXIMO

x + DE
EDAD MATERNA 336+ 47 23.0 45.0
SEMANAS DE GESTACION 342+23 26.0 37.0
(al momento del estudio)
GESTACIONES 24 +14 1.0 8.0
(incluyendo la actual))
SDG AL NACIMIENTO 354 +21 29.3 38.3

El 25 % de las pacientes era primigesta, para el 58 % era la 22 o0 32 gestacién, mientras que el 17 % se
encontraba en su 42 a 82 gestacién. Siendo pacientes con embarazo de alto riesgo, fueron sometidas a
control para tratar que el producto alcanzara la maduracién necesaria para sobrevivir, por lo que en la
mayoria de los casos ( en el 88%) el embarazo fue resuelto via cesarea, mientras el restante se resolvié

por parto.  La resolucién del embarazo se dio entre las 29.3 y las 38.3 semanas de gestacién (Anexo 1).

De las 52 pacientes incluidas en el estudio, 39 pacientes (75%) en algin momento de la gestacion

presentaron amenaza de parto pretérmino (APP).

Durante la busqueda de Chlamydia trachomatis, Mycoplasma hominis y Ureaplasma urealiticum en el

tracto cervicovaginal y el liquido amniético de estas pacientes se encontraron los siguientes resultados:

En el presente estudio no se encontréd ningln caso positivo para Chlamydia tracho‘matis en exudado

cervicovaginal, asi como tampoco se detecto C.trachomatis en liquido amniético.

En cuanto a Mycoplasma hominis en exudado cervicovaginal, de 52 casos solo se encontré un caso
positivo, siendo la frecuencia de infeccion en tracto cervicovaginal por M. hominis de 1.9%. No se detecto

la presencia de M. hominis en liquido amnidtico.

En 23 de los casos se detecto la presencia de U. urealiticum en ECV, con lo que se determina que la
frecuencia de infeccion por U. urealiticum en tracto cervicovaginal es de 44.2% para nuestra poblacion de
estudio. En el liquido amnidtico de 15 pacientes se detecté la presencia de U. urealiticum por lo que la

frecuencia de infeccion de U. urealiticum en L.A. es de 28.8% para dicha poblacién.
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Cuadro 7. Resultados para M. hominis y U. urealiticum.

M. hominis en ECV APP _&.-:ure'li'ticum::e
; . T ECV :L";Aéa .....
1 caso . 3Gicdsos:
(1.9%) (75%) 15.casos
{442%) (28.8%)
M. hominis en UuenECY [APP  + Uwen | APP+Uuen
LA + : /
‘U.uen LA,
Cero casos : .-‘._I.5'Ecasjos_'
15/52 (28.8%) |
1523 (652%) |

U.u : Ureaplama urealiticum

APP: Amenaza de parto pretérmino
ECV: Exudado cervicovaginal

L.A : Liquido amnidtico.

Del total de 52 casos, 15 (28.8%) presenta U. urealiticum tanto en ECV como en L.A. De esta manera, de
los 23 casos en que se detecto U. urealiticum en ECV en el 65.2% de ellos este microorganismo atravesoé

membranas amniéticas encontrandose en L.A.

Aplicando una Prueba exacta de Fisher se determina que existe una asociacién estadisticamente
significativa entre la presencia de U. urealfticum en tracto cervicovaginal y su presencia en liquido
amniético con una p<0. 0001., es decir, que la presencia U. urealfticum en L.A. depende de su presencia
en ECV.

En 17 casos (32.7%) del total del estudio, las pacientes presentaron U. urealiticum en ECV y ademas en
algin momento de la gestacion presentaron amenaza de parto pretérmino. Asi, de las 39 pacientes que

presentaron APP al 43.6% se les detecté U. urealiticum en ECV.

Sometiendo los resultados a una prueba de dependencia X? tenemos que existe una asociacion
estadisticamente significativa entre la presencia de U. urealiticum en tracto cervicovaginal y la amenaza de
parto pretérmino con una X°= 12.9 y una p<0.001. Asi, existe una dependencia entre la APP y Ila
presencia de U. urealiticum en tracto cervicovaginal.

De las 39 pacientes que presentaron APP, a un 28.2% se les detecto U. urealiticum en L.A.

Al aplicar una Prueba exacta de Fisher, tenemos que con una p=0.26, no es posible establecer una
asociacion estadisticamente significativa entre la APP y la presencia de U. urealfticum en liquido
amniético. El nimero de casos donde se encontré este microorganismo en liquido amniético no es

suficiente para establecer dicha asociacion.
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12. DISCUSION

El presente estudio fue realizado para determinar la frecuencia de infeccion en tracto cervicovaginal y
liquido amnidtico (L.A) por Chlamydia trachomatis, Mycoplasma hominis y Ureaplasma urealiticum en
mujeres con embarazo de alto riesgo, para lo cual se tomé como grupo de estudio a pacientes de 26 a 37
semanas de gestacion, derechohabientes del ISSSTE y atendidas en el Servicio de Medicina Materno-fetal
del CMN "20 de Noviembre". Estos microorganismos, ademas de provocar una cervicovaginitis, estan
relacionados a la amenaza de parto pretérmino. Ademas, en caso de una invasién de éstos a liquido
amniético, existe la posibilidad de una infeccién en el producto, lo que podria provocarle una conjuntivitis o
una neumonia fetal. Asi, en base a los resultados de dicho estudio se pretende implementar un programa

de deteccion y tratamiento de tales casos de infeccion y prevenir las consecuencias asociadas.

Fueron utilizadas las técnicas de inmunofluorescencia directa para la deteccién de C. trachomatis, y la de
microcultivo para la deteccion de Micoplasma (M. hominis y U.urealiticum), tanto para exudado
cervicovaginal como para las muestras de liquido amniético (L.A). Dichas técnicas no habian sido
probadas y estandarizadas para este Gitimo tipo de muestra, sin embargo se decidi6 probar con ellas y
tratar de lograr la deteccion de tales microorganismos en L.A. La finalidad es la obtencién de resultados

rapidos y confiables a un menor costo que el generado por los cultivos tradicionalmente empleados.

No se encontré ningln caso positivo de C. trachomatis en exudado cervicovaginal, asi como tampoco en
liquido amniético. Esto parece ser indicativo de que en nuestra poblacion de estudio la frecuencia de
infeccion en tracto reproductivo por este microorganismo es muy baja, practicamente nula. De acuerdo
con la literatura, la frecuencia de infeccién en TCV por C. trachomatis en mujeres embarazadas es de
2-26%"1>2" por lo que se esperaba un resultado similar en nuestra poblacién de estudio. Sin embargo,
dentro de los factores biol6gicos que pudieron influir en los resultados estd el hecho de que como
tratamiento para infecciones de otra indole se administran frecuentemente antibiéticos como cloranfenicol
y tetraciclina a los cuales estos microorganismos son sensibles. También es importante considerar entre
los factores que pudieron haber influido en el resultado, la toma de la muestra, la técnica utilizada y los
puntos criticos de la misma, aunque se debe mencionar, que en cuanto a la técnica y toma de muestra, los
controles indicaron que estas fueron realizadas de manera correcta, y en cuanto a los puntos criticos,
éstos fueron cuidados durante todo el procedimiento. Asi, en el caso de las muestras de liquido amniético
no es posible determinar la utilidad del método empleado, puesto que todas las muestras incluyendo las
de tracto cervicovaginal fueron negativas. Se recomienda, en la medida de lo posible, incrementar el
nimero de pacientes de estudio para obtener resuitados mejor respaldados, vigilando en extremo los
puntos criticos de la técnica. Por lo anterior estos resultados deben tomarse con reservas y no establecer

conclusiones absolutas sobre los mismos.

De 52 casos, solo se encontré un resultado positivo, el 1.9%, de M. hominis en tracto cervicovaginal, y
ninguno en liquido amniético, lo que indica que la frecuencia de infeccién por este microorganismo en la
poblacién de estudio es baja comparada con lo reportado en la literatura mundial®>" . No detectandose
este microorganismo en liquido amniético es imposible determinar la utilidad de la técnica utilizada para el
estudio. Aligual que en el caso anterior se recomienda, en la medida de lo posible, incrementar el nimero

de pacientes de estudio para obtener resultados mas contundentes.
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Para U. urealiticum se encontré una frecuencia de infeccién en tracto cervicovaginal del 44.2%, lo que

coincide con lo reportado en la literatura mundial #*3".

En el mismo grupo de estudio, 15 fueron los casos positivos para U. urealiticum en liquido amniético,
representando el 28.8% del total. De esta manera se establecié una asociacion estadisticamente
significativa con una p<0.0001entre la infeccién cervicovaginal y la infeccién intraamniética causadas por
este microorganismo. De 23 casos donde se encontré U. urealiticum en exudado cervicovaginal (ECV) un
65.2% también lo presenté en liquido amniético, lo que es coherente con lo esperado. Ademas nunca se
present6 el microorganismo en liquido amniético sin haberse presentado en ECV, por lo que se establece
que la presencia de U. urealiticum en L.A. depende de su presencia en ECV. Esto porque primero se debe
dar la infeccién en tracto cervicovaginal y posteriormente por via ascendente este microorganismo podra

atravesar membranas e invadir liquido amniético.

Por otra parte, se encontré que el 75% de las pacientes del estudio presenté amenaza de parto pretérmino
(APP), asi de 39 pacientes que presentaron APP, al 43.6% se les detecto U. urealliticum en ECV, por lo
que con una X°*=12.9 y una p<0.001 se establece una asociacién estadisticamente significativa entre la
APP vy la presencia de U. urealiticum en ECV. De acuerdo a ello, existe cierto riesgo de quela
presencia de U. urealiticum en tracto cervicovaginal pueda ser factor para que se presente la amenaza

de parto pretérmino.

Lo anterior respalda la intencién de establecer la determinacion de U. urealiticum como rutina en las
pacientes embarazadas y con ello prevenir las posibles complicaciones de este tipo de infeccién sobre el

embarazo, asi como sobre el producto.

El namero de casos en que se presenté U. urealiticum en liquido amniético es insuficiente para establecer
que por si sola esta condicion pueda representar un factor de riesgo para que se presente la APP, esto es
porque como ya se menciong, primero se debe dar la infeccién en tracto cervicovaginal y posteriormente

estos microorganismo podran atravesar membranas para llegar a liquido amniético.

En el estudio no se pudo buscar relacion de estos tres microorganismos (C. trachomatis, M. hominis
y U. urealiticum) con el parto pretérmino y la ruptura prematura de membranas, puesto que en la mayoria
de los casos el embarazo se resolvié tempranamente mediante cesarea debido a otras complicaciones en
el mismo, o bien se dio tratamiento para alargar el embarazo el mayor tiempo posible y asegurar la
maduracion fetal.

Para U. urealiticum se logré su deteccién en un buen nimero de casos tanto en ECV como en L.A., por lo
que se considera a la técnica de microcuitivo como una buena alternativa para la deteccion e identificacién
de estos micoplasmas en liquido amnidtico, ya que es una técnica mas facil, rapida y econémica que fos
cultivos tradicionales. Se considera un factor critico el haber establecido una adecuacioén al manejo de la
muestra de liquido amniético mediante la concentracién celular por centrifugacién para lograr la deteccion
de estos microorganismos en el mismo. Dadas las caracteristicas de este liquido biolégico, la variabilidad
en cuanto a volimenes y concentracién de componentes de acuerdo a la edad gestacional no nos permite
obtener titulaciones microbiolégicas.
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13. CONCLUSIONES

Para la deteccién de Chlamydia trachomatis en liquido amnidtico no es posible determinar la utilidad de la
técnica empleada (inmunofluorescencia directa), puesto que todas las muestras incluyendo las de tracto

cervicovaginal fueron negativas

Se encontré que U. hominis se encuentra en tracto cervicovaginal con una frecuencia de 1.9%, la cual es
menor a la reportada en la literatura. No se logré la deteccién de este microorganismo en liquido
amnidtico, por lo que no es posible determinar |a utilidad de la técnica utilizada para ta busqueda de este

microorganismo en este tipo de muestra.

Ureaplasma ureliticum se encuentra en tracto cervicovaginal con una frecuencia de 44.2% que coincide
con lo reportado en otros estudios y en liquido amni6tico con una frecuencia de 28.8%. En un nimero

considerable de casos el microorganismo se localizé tanto en TCV como en LA,

Se considera la técnica de microcultivo como una buena alternativa para la deteccién e identificacion de
este ultimo microorganismo en L.A., ya que es una técnica mas facil, rapida y econémica que los cultivos
tradicionales para el fin, sin embargo se recomiendan mas estudios con un mayor nimero de pacientes

para justificar de manera definitiva el uso de esta técnica para este tipo de muestras.

Adicionalmente se encontré que existe una asociacion estadisticamente significativa entre la presencia de

Ureaplasma urealiticum en tracto cervicovaginal con la amenaza de parto pretérmino.

Asi del estudio se concluye que la presencia de. U. urealfticum en liquido amni6tico depende de su
presencia en tracto cervicovaginal, confirmandose la via de invasion ascendente, asi como que la
presencia de dicho microorganismo en tracto genital puede constituir un factor de riesgo para que se

presente la amenaza de parto pretérmino.

Lo anterior fortalece {a intencién de establecer la determinacién de U. urealiticum como rutina en las
pacientes embarazadas, ello para poder controlar este tipo de infecciones lo mas temprano posible y
prevenir las posibles complicaciones que las mismas pudiesen acarrear tanto en el curso del embarazo,
como directamente sobre el producto.
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14. SUGERENCIAS

El hecho de contar con datos de la frecuencia de infeccién en tracto cervicovaginal y liquido amniético por
estos tres microorganismos en la poblacién de pacientes con embarazo de alto riesgo es de gran
importancia ya que de ello dependera que se puedan implementar estrategias para prevenir |os riesgos
inherentes a la misma. Aunque se sabe que es dificil contar un niimero elevado de muestras de liquido
amniético ya que al obtenerse éste por un método invasivo solo es recomendado por el ginecoobstetra
en casos muy particulares, y mediante previa autorizacioén por escrito de la paciente, se recomienda hasta
donde sea posible, incrementar el nimero de pacientes en estudios futuros para obtener resultados méas

contundentes.



Anexo 1

DATOS DESCRIPTIVOS Y
TABLAS DE RESULTADOS DEL ESTUDIO



Tabla 1. Datos descriptivos del grupo de estudio. Pacientes con embarazo de alto riesgo, con 26 a 37 semanas de gestacioén (SDG), atendidas en el
Servicio de Medicina Materno-fetal, del CMN “20 de Noviembre, ISSSTE, y que presentaron sintomas de una infeccioén en tracto genital o amenaza de
parto pretérmino (APP).

1 PN IGOHIDRAMNIOS

2 | PI2002-PN1-002 3 2 1 0 0 APP + ANTEC. ADENOMA

3 | PI2002-PN1-003 32 23 2 0 T 0 APP + OLIGOHIDRAMNIOS

4 | PI2002-PN1-004 34 306 ] 0 0 0 APP + PREECLAMSIA LEVE

5 | PI2002-PN1-005 34 306 1 0 0 0 APP + PREECLAMSIA LEVE

6 | PI2002-PN1-006 3 342 2 0 ] 0 APP + DIABETES MELLITUS TIPO Il
7 | PI2002-PN1-007 40 352 3 2 0 1 APP + DIABETES GESTACIONAL

8 | PI2002-PN1-008 % 301 3 2 0 0 APP + INTOL A CARBOHIDRATOS
9 | PI2002-PNT-009 34 3.4 5 3 0 0 DIABETES GESTACIONAL

10 | P12002-PN1-010 3 351 4 3 0 0 APP + TAQUICARDIA FETAL

11 | P12002-PN1-011 3% 3.0 1 0 0 0 APP + INTOL A CARBOHIDRATOS
12 | PI2002-PN1-012 B 354 1 0 0 0 APP + DIABETES GESTACIONAL
13 | PI2002-PN1-013 29 326 2 0 0 1 APP

14 | PI2002-PN1-014 B 343 z 2 1 0 APP

15 | PI2002-PN1-015 23 370 2 0 1 0 ANTEC. DE NEFRECTOMIA

16 | PI2002-PN1-016 3 360 2 0 0 1 APP + DIABETES GESTACIONAL
17 | PI2002-PN1-017 45 350 3 i 0 1 APP

18 | PI2002-PN1-018 8 325 2 0 0 1 APP +RUPTURA PREMAT DE MEMBRANAS
19 | PI2002-PN1-019 35 260 3 ] 0 T APP +RUPTURA PREMAT DE MEMBRANAS
20 | PI2002-PN1-020 3% 313 1 0 0 0 APP + DIABETES GESTACIONAL
21 | PI2002-PNT-021 37 360 ] 0 0 0 APP + DIABETES GESTACIONAL
22 | PI2002-PN1-022 28 3414 1 0 0 0 APP + TAQUICARDIA FETAL

23 | PI2002-PN1-023 8 %5 1 0 0 0 APP + FLUJOMETRIA ALTERADA
24 | PI2002-PN1-024 39 B34 2 0 ] 0 DIABETES GESTACIONAL

25 | PI2002-PN1-025 B %0 2 i 0 0 APP + DIABETES GESTACIONAL
26 | PI2002-PN1-026 34 356 2 0 1 0 APP + FLUJOMETRIA ALTERADA

G= Num. de gestaciones, incluyendo el actual.
P= Num. de partos previos a la gestacion actual.
C= Num. cesareas previas.

A= Num. de abortos previos.
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Tabla 1. (Continuacion).

27 28 333 1 0 0 0 DIABETES MELLITUS TIPO |

28 | P12002-PN1-028 3 36.4 2 0 1 0 APP

29 | Pr2002-PN1-029 43 342 6 2 0 3 APP + RUPTURA PREMAT DE MEMBRANAS
30 | P12002-PN1-030 36 3486 2 0 1 0 APP + FLUJOMETRIA ALTERADA

31 | PI2002-PN1-031 33 296 3 0 0 2 ANTEC. DE ABORTO RECURRENTE

32 | PI2002-PN1-032 3 336 2 0 1 0 APP + DIABETES GESTACIONAL

33 | PI2002-PN1-033 31 N4 1 0 0 0 DIABETES GESTACIONAL

34 | PI2002-PN1-034 4 340 6 1 0 4 APP + CARDIOPATIA FETAL

35 | PI2002-PN1-035 39 36.0 3 0 2 0 DIABETES GESTACIONAL

36 | PI2002-PN1-036 3 356 8 3 0 4 ANTEC. CRISIS CONVULSIVAS

37 | PI2002-PN1-037 35 370 3 1 1 0 APP + DIABETES GESTACIONAL

38 | PI2002-PN1-038 35 355 2 0 0 1 ANTEC. MIOMECTOMIA

39 | PI2002-PN1-039- 35 37.0 3 0 2 0 INTOL. A CARBOHIDRATOS

40 | PI2002-PN1-040 30 356 2 0 1 0 APP + ANTEC. DE PRODUCT. MALFORMADO
41 | PI2002-PN1-041 32 3»H3 2 1 0 0 INTOL. A CARBOHIDRATOS

42 | PI2002-PN1-042 38 300 2 0 1 0 PREECLAMSIA LEVE

43 | PI2002-PN1-043 40 36.5 1 0 0 0 APP + DIABETES GESTACIONAL

44 | PI2002-PN1-044 39 36.0 2 0 1 0 INTOL. A CARBOHIDRATOS

45 | PI2002-PN1-045 33 342 1 0 0 0 APP + PREECLAMSIA

46 | PI2002-PN1-046 38 370 4 0 2 1 INTOL. A CARBOHIDRATOS

47 | PI2002-PN1-047 27 352 2 0 1 0 APP + GEMELAR

48 | PI2002-PN1-048 27 3H2 2 0 1 0 APP + GEMELAR

49 | P12002-PN1-049 42 36.1 4 1 2 0 RH (-}

50 | PI2002-PN1-050 29 35 2 0 0 1 APP + DIABETES GESTACIONAL

51 | PI2002-PN1-051 30 335 2 0 1 0 DIABETES GESTACIONAL + HIPERT. ARTER.
52 | PI2002-PN1-052 27 370 1 0 0 0 PRODUCTO ENFALOCELE

G= Num. de gestaciones, incluyendo el actual
P= Num. de partos previos a la gestacion actual
C= Num. cesareas previas a la gestacion actual
A= Num. de abortos previos a la gestacion actual
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liquido amniotico (L.A)

Tabla 2. Resultados de la determinacion de la presencia de C.

trachomatis, M. hominis (M.h) y U. urealiticum (U.u) en exudado cervicovaginal (ECV) y

1| NEGATIVO NEGATIVO POSIING
2 | NEGATIVO NEGATIVO NEGATIVO 0
3 | NEGATIVO NEGATIVO NEGATIVO 0
4 NEGATIVO NEGATIVO NEGATIVO 0
5 | NEGATIVO NEGATIVO NEGATIVO 0
6 | NEGATIVO NEGATIVO fosiva. | 5l
7| NEGATIVO NEGATIVO NEGATIVO 0
8 | NEGATIVO NEGATIVO NEGATVO 0
9| NEGATIVO NEGATVO NEGATVO 0
10 | NEGATIVO NEGATIVO NEGATVO 0
11 | NEGATVO NEGATIVO NEGATIVO 0
12 [ NEGATVO NEGATNO POST g
13 | NEGATVO NEGATIVO

14 NEGATVO POSITVG..

16 [ NEGATIVO NEGATVO

16 | NEGATIVO NEGATIVO

17 | NEGATIVO NEGATIVO

18 | NEGATVO NEGATVO

19 | NEGATIVO NEGATVO

20 | NEGATIVO NEGATVO

21| NEGATVO NEGATIVO

22 | NEGATIVO NEGATIVO

73 | NEGATIVO NEGATVO

24 NEGATIVO NEGATIVO 08

25 | NEGATIVO NEGATIVO NEGATIVO

26 | NEGATIVO NEGATIVO POSITNG.

1] NEGATIVO NEGATIVO PZEISEE(

2 | NEGATIVO NEGATIVO NEGATIVO
3 | NEGATIVO NEGATIVO NEGATIVO
4 | NEGATIVO NEGATIVO NEGATIVO
5 | NEGATIVO NEGATIVO NEGATIVO
6 | NEGATIVO NEGATIVO POSHNO
7 | NEGATIVO NEGATIVO NEGATIVO
8 | NEGATIVO NEGATIVO NEGATIVO
9 | NEGATIVO NEGATIVO NEGATIVO
10 | NEGATIVO NEGATIVO NEGATIVO
11 | NEGATIVO NEGATIVO NEGATIVO
12 | NEGATIVO NEGATIVO POSHING
13 | NEGATIVO NEGATIVO NEGATIVO
14 | NEGATIVO NEGATIVO ‘POSITNVO
16 | NEGATIVO NEGATIVO POSIEVO
16 | NEGATIVO NEGATIVO NEGATIVO
17 | NEGATIVO NEGATIVO

18 | NEGATIVO NEGATIVO

19 | NEGATIVO NEGATIVO

20 | NEGATIVO NEGATIVO NEGATIVO
21 | NEGATIVO NEGATIVO NEGATIVO
22 | NEGATIVO NEGATIVO NEGATIVO
23 | NEGATIVO NEGATIVO :F

24 | NEGATIVO NEGATIVO NEGATIVO
25 | NEGATIVO NEGATIVO NEGATIVO
26 | NEGATIVO NEGATIVO NEGATIVO

G= Num. de gestaciones, incluyendo el actual
P= Num. de partos previos a la gestacion actual
C= Num, cesdareas previas a la gestaci6n actual
A= Num. de abortos previos a la gestacion actual
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Tabla 2. (Continuacion).

NEGATIVO NEGATIVO 000 NEGATIVO NEGATIVO NEGATIVO
28| NEGATIVO NEGATIVO | NEGATIVO 0 ) NEGATIVO NEGATVO NEGATNO
29 | NEGATO NEGATNO __ [ FOSTNG =000, 2 NEGATIVO NEGATVO FOSTVG
30 | NEGATVO NEGATVO | NEGATIVO 0 30 NEGATIVO NEGATVO NEGATIVO
31 | NEGATNO NEGATNO __ [POSITIVG. | <1000, 3 NEGATNO NEGATIVO POSING .
32| NEGATNO NEGATIVO | NEGATIVO 0 2 NEGATIVO NEGATVO NEGATIVO
33 | NEGATVO NEGATVO | NEGATIVO 0 3 NEGATIVO NEGATIVO NEGATIVO
34 | NEGATVO NEGATVO | NEGATIVO 0 34 NEGATIVO NEGATIVO NEGATIVO
35 | NEGATVO NEGATNO | NEGATIVO 0 % NEGATIVO NEGATIVO NEGATIVO
36 | NEGATNVO NEGATVO | PGS % NEGATIVO NEGATIVO NEGATIVO
37 | NEGATIVO NEGATVO 37 NEGATIVO NEGATIVO NEGATIVO
38| NEGATIVO NEGATVO | 1000 3 NEGATIVO NEGATIVO FOSTND.
39 [ NEGATVO NEGATNO | NEGATVO 0 39 NEGATIVO NEGATIVO NEGATIVO
40 | NEGATNO NEGATVO | NEGATIVO 0 40 NEGATIVO NEGATIVO NEGATIVO
41| NEGATVO NEGATNO | NEGATVO 0 4 NEGATIVO NEGATIVO NEGATVO
42| NEGATVO NEGATNO __ |POSHNO.. . | 51000 2 NEGATIVO NEGATIVO NEGATIVO
43 | NEGATIVO NEGATNVO | NEGATIVO 0 3 NEGATIVO NEGATIVO NEGATIVO
44| NEGATNO NEGATNO __ [POSH 4 NEGATIVO NEGATIVO NEGATIVO
45 | NEGATIVO NEGATIVO 45 NEGATIVO NEGATIVO NEGATIVO
%6 | NEGATIVO NEGATVO [ POSH. S % NEGATIVO NEGATIVO oS
47 | NEGATIVO NEGATNO [ NEGATO 0 47 NEGATIVO NEGATIVO NEGATNVO
48 | NEGATNO NEGATVO | NEGATIVO 0 8 NEGATIVO NEGATIVO NEGATVO
49 | NEGATVO NEGATVO  |X 49 NEGATIVO NEGATIVO FORITND
50 | NEGATVO NEGATIVO __ | NEGATIVO 0 50 NEGATIVO NEGATVO NEGATIVO
51 | NEGATIVO NEGATIVO | NEGATVO 0 51 NEGATIVO NEGATIVO NEGATVO
52 | NEGATVO NEGATVO | POSHNG 56000, 52 NEGATIVO NEGATIVO TOSHTNG

G= Num. de gestaciones, incluyendo el actual
P= Num. de partos previos a la gestacion actual
C= Num. cesareas previas a la gestacion aclual
A= Num, de aborios previos a la gestacion actual



Tabla 3. Datos de la evolucion del embarazo y del recién nacido.

VIA DE SDG AL DIA PESO DEL GASOMETRIA | SEPSIS EN VIA DE SDG AL DIA PESO DEL GASOMETRIA | SEPSIS EN
NACIMIENTO | DE NACIMIENTO | RECIEN NACIDO EL RECIEN NACIMIENTO DE RECIEN NACIDO EL RECIEN
__(gramos) NACIDO NACIMIENTO {gramos) NACIDO
1 | CESAREA 34 2600 NORMAL NO 27 | CESAREA 34 3000 NORMAL NO
2 | PARTO 36 2370 NORMAL NO 28 | CESAREA 36 2610 NORMAL NO
3 | CESAREA 30 340 ALTERADA NO 29 | CESAREA 34 1910 NORMAL Sl
4 | CESAREA 3 1900 NORMAL NO 30 | CESAREA 36 2630 NORMAL NO
5 [ CESAREA A 1600 NORMAL NO 31| CESAREA 3 2900 NORMAL NO
6 | CESAREA 37 3400 NORMAL Sl 32 | CESAREA 34 2450 NORMAL NO
7 | CESAREA 37 3000 NORMAL NO 33 | CESAREA 36 1765 NORMAL NO
8 [ CESAREA 35 220 NORMAL NO 34 | CESAREA 35 2500 NORMAL NO
9 | PARTO 38 2700 NORMAL NO 35 | CESAREA 37 2620 NORMAL NO
10 | CESAREA 36 2850 NORMAL NO 36 | PARTO 38 2730 NORMAL NO
11 | PARTO 34 2250 NORMAL NO 37 | CESAREA 37 3020 NORMAL NO
12 | CESAREA 36 2325 NORMAL NO 38 | CESAREA 36 2520 NORMAL NO
13 | CESAREA 3 2350 NORMAL NO 39 | CESAREA 37 3100 NORMAL NO
14 [ CESAREA 35 2250 NORMAL NO 40 | CESAREA 36 2680 NORMAL NO
15 | CESAREA 38 2950 NORMAL NO 41 | PARTO 36 2370 NORMAL NO
16 | CESAREA 36 2850 NORMAL NO 42 | CESAREA 30 1317 NORMAL NO
17 | CESAREA 35 2700 NORMAL NO 43 [ CESAREA 36 2500 NORMAL NO
18 [ CESAREA 3 2150 NORMAL Sl 44 | CESAREA 36 2630 NORMAL NO
19 | CESAREA 29 1530 NORMAL S| 45 | PARTO 34 2950 NORMAL NO
20 | CESAREA 33 2050 NORMAL NO 46 [ CESAREA 37 2620 NORMAL NO
21 [ CESAREA 37 3200 NORMAL NO 47 | CESAREA 7 2130 NORMAL NO
22 | CESAREA 37 2600 NORMAL NO 48 | CESAREA 37 2865 NORMAL NO
23 | CESAREA ¥ 2910 NORMAL NO 49 | CESAREA 37 3550 NORMAL NO
24 | CESAREA 38 2770 NORMAL NO 50 | CESAREA 37 2250 NORMAL NO
25 | CESAREA 36 2560 NORMAL NO 51 | CESAREA 36 2250 NORMAL NO
26 | CESAREA 35 2300 NORMAL NO 52 | CESAREA 38 3675 NORMAL NO
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ANEXO 2: de controles positivo y negativo, tratadas con reactivo de
inmunofluorescencia para la deteccion de Chiamydia trachomatis , y observadas en un
microscopio de fluorescencia, de campo oscuro.

Microscopio de fluorescencia, de campo oscuro

Las preparaciones Control Positivas
C.trachomatis contienen células de
mamiferos fijadas y cuerpos elementales y
reticulados que se aproximan a la
apariencia de organismos de chlamydia en
una muestra positiva.

Las preparaciones Control Negativas
contienen solamente células de mamiferos.
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ANEXO 3. DESCRIPCION DE Chlamydia trachomatis Directa MicroTrak®
De Trinity Biotech plc.

Descripcion del producto Cantidad/
Volumen
Chlamydia trachomatis Directa Syva 60 analisis
MycroTrak®, consistente en:
Reactivo para Chlamydia trachomatis* 2.0ml
Diluyente de Reconstituci6n 5.0 ml
Fluido de Montaje 6.0 mi

Equipo de Toma de muestra de Chlamydia trachomatis | 20 juegos
MicroTrak®**, consistente en:

Lamina de vidrio con una concavidad 1 lamina
Cepillo citolégico 1 cepillo
Torundas de Dacron 2 torundas
Metanol para fijar 0.5ml

Laminas Control Chlamydia trachomatis Directa
MicroTrak®**, consistente en:

Laminas Control Positivas C. trachomatis 5 [aminas
Laminas Control Negativas 5 laminas.
*El reactivo para muestra directa se suministra liofilizado. El volumen indicado es el que se requiere para
su reconstituciéon.

**Se adquieren por separado.

Reactivo y Diluyente de Reconstitucion.

El reactivo contiene anticuerpos monoclonales murinos purificados especificos, marcados con
fluoresceina, contra C. trachomatis, contratincion de azul de Evans y supresores de coloraciéon no
especifica en una solucién tampén de proteina estabilizada.

Para reconstituir el reactivo liofilizado, retire la cinta metalica y el tapén de caucho del vial del reactivo;
dispense 2.0 ml del diluyente de reconstitucién suministrado y luego, tire el diluyente restante. Vuelva a
colocar el tapén del reactivo y agite suavemente el vial con movimiento circular para disolver el polvo.
Apunte |a fecha de reconstitucion en la etiqueta del vial del reactivo.

Después de la reconstitucion, mantenga el reactivo a una temperatura ambiente de 20-25° C durante 30
minutos antes de utilizarlo.

Cuando no se utilice, aimacene el reactivo entre 2 y 8° C. No lo congele ni exponga a la [uz fuerte. Cuando
se utiliza de acuerdo a las instrucciones, se puede utilizar el reactivo reconstituido durante 12 semanas.

Fluido de montaje.

- Con un pH de 9.4, el fluido de montaje contiene un tampon de fosfato, glicerol y un agente destinado a
retrasar la fotodecoloracion. Almacene el fluido de montaje entre 2y 8° C.

Laminas Control.

Las preparaciones Control Positivas C. trachomatis contienen células de mamiferos fijadas y cuerpos

elementales y reticulados que se aproximan a la apariencia de organismos de chlamydia en un muestra

positiva. E| diagnéstico en muestras de pacientes tiene que basarse solamente en la presencia de cuerpos
« elementales. Las preparaciones Control Negativas contienen solamente células de mamiferos.

Las preparaciones se suministran en sobres de papel aluminio sellados y separados que contienen
desecador . Almacenar las preparaciones selladas a 2-8° C. Antes de sacar una preparacion de su sobre
de papel de aluminio, dejarla a una temperatura ambiente de 20-25° C por lo menos durante 5 minutos. Al
abrir el sobre, verificar el desecador, a fin de comprobar la conservacion; si el desecador no esta azul, no
se puede verificar un almacenamiento sellado y se debe desechar la preparacion. Utilizar la preparacion
inmediatamente después de haberla sacado de su sobre. Cuando se procede de acuerdo a las
instrucciones, las preparaciones de control no coloreadas pueden emplearse hasta la fecha de
vencimiento impresa en el sobre de papel aluminio.
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ANEXO 4. PRECAUCIONES A CONSIDERAR EN EL PROCEDIMIENTO
DE IDENTIFICACION DE C. trachomatis.

e El Andlisis Directo de Muestras de Chlamydia trachomatis MicroTrak® esté destinado a un
uso diagnoéstico in vitro.

e El reactivo para muestra directa y el diluyente de reconstitucién contienen azida sédica. El
azida sodica puede reaccionar con el plomo y cobre de las caferias y formar azidas
metélicas sumamente explosivas. En el momento de tirar los desechos, enjuague con gran
cantidad de agua para evitar la acumulacion de azida.

e La adulteracion de los reactivos puede alterar las caracteristicas de funcionamiento de los
mismos.

e Cuando no se utilice, debe almacenarse el reactivo entre 2 'y 8° C. No lo congele ni exponga
a la luz fuerte

e Las Clamidias en preparaciones de control positivas MicroTrak® han demostrado ser no
infecciosas en cultivo; sin embargo, se aconseja tomar las mismas precauciones de
seguridad que aquéllas tomadas al manejar y desechar otros materiales biolégicos
potencialmente infecciosos.

e Si los controles positivos y negativos no se pueden distinguir entre si, la prueba es
invalida.(Ver Solucién de Problemas, en lo que se refiere a posibles causas de resultados de
control discrepantes).

o No utilice el reactivo, el diluyente de reconstitucion, las preparaciones de control ni el fluido
de montaje después de las fechas de vencimiento indicadas en las etiquetas de los envases.

e Un microscopio de fluorescencia que funcione bien es crucial. El funcionamiento del ensayo
puede verse afectado por variaciones del wataje de la ampolla, la intensidad y el
alineamiento, el tipo de iluminacion y los filtros.

e Si se observan repetidamente demasiado pocas células, modificar adecuadamente el
procedimiento de la toma de muestras o del untado de la misma en la lamina (p.e€j. raspando
un area mayor del cervix, apretando mas el cepillo contra la lamina al momento del untado).

e Sise observan escasas células en las muestras de liquido amniético, se debe resuspender el
botén celular en menor cantidad de liquido después del centrifugado.

e Silas células con contratincién o el control positivo no son visibles con el microscopio de
fluorescencia, reemplazar o realinear la ampolla y verificar filtros.

e Utilizar solamente laminas limpias. Una sustancia extrafia puede provocar configuraciones
fluorescentes irregulares. Tener cuidado de evitar cualquier contaminaciéon durante la
manipulacion de muestras.

e Una coloracién densa alrededor del perimetro de la concavidad puede indicar que el reactivo
se sec6 antes del enjuague o durante la incubacion. El secado del reactivo puede provocar
falsos resultados negativos; si células con este tipo de coloracién fueran negativas, repetir el
ensayo.




GLOSARIO

Aborto

Cervicitis
Cistitis
Coriovasculitis

Eclampsia

Embarazo ectdpico

Enfermedad inflamatoria
pélvica

Incompetencia cervical

Intervalo interginésico

Oftalmia neonatorum

Polihidramnios

Pre-eclampsia

Sindrome de Reiter.

Uretritis
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Interrupcién precoz del embarazo, espontanea o inducida,
seguida por la expuisién del producto gestacional por el
canal vaginal. Puede estar precedido por perdidas
sanguineas por vagina.

Inflamacion del cervix.
Inflamacion de la vejiga.
Inflamacién de los vasos fetales.

Convulsiones durante el embarazo. Mal controladas pueden
dar lugar a la muerte en la madre.

Implantaciéon del producto de la fecundacién fuera de la
cavidad uterina.

Infeccién aguda que compromete el tracto genital femenino
(ovario, trompas de Falopio, Utero). Se manifiesta por dolor,
fiebre y descarga purulenta por vagina.

Se define como la incapacidad del cuello para retener el
embarazo intrauterino hasta el término de la gestacion, con
pérdida repetitiva del producto en el segundo trimestre.

Periodo de tiempo entre una gestacion y otra.

Comunmente conocida como oftalmia purulenta o
conjuntivitis hemorragica. Se produce al contaminarse los
ojos del nifio al atravesar el canal de parto.

Aumento en el volumen normal de liquido amniético.

Hipertension debida al embarazo. Mal controlada puede
derivar en eclampsia.

Se define como una artritis de los varones adultos, asociada
generalmente a conjuntivitis y uretritis. La causa se
desconoce, pero hay estudios que sugieren como agente
causal a Mixovirus o al micoplasma.

Inflamacién de la uretra.
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