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Antecedentes
La chlamhdia tracomatis es la causa mas comuin de conjuntivitis folicular
crénica. El tracoma es causa mas importante de ceguera prevenible en el mundo
(1). La enfermedad se presenta casi siempre en la infancia en la edad preescolar y
escolar, después de un periodo de incubacion de 7 a 14 dias, se establece la fase
inflamatoria caracterizada por una conjuntivitis folicular crénica. En México el
tracoma ocular se ha observado principalmente en Ila regién de los Altos de
Chiapas como zona endémica; se favorece en comunidades con malas
condiciones de higiene y pobre calidad de vida.
Objetivo
Detectar por inmunofluorescencia Chlamydia Trachomatis en nifios escolares
indigenas del Estado de Oaxaca en México que presentan conjuntivitis folicular.

Material y Metodos

El estudio se llevé a cabo en el Hospital Regional de Tlacolula de Oaxaca,
México; se examinaron 110 nifios escolares indigenas con conjuntivitis folicular; se
tomaron frotis de la conjuntiva tarsal inferior y se analizaron con
inmunofluorescencia indirecta para detectar Chismydia trachomatis. La revision de
las laminillas se realizé en el Hospital de Infectologia del Centro Médico Nacional
La Raza.

Resultados

Se examinaron un total de 110 nifios con conjuntivitis folicular,de los cuales 41
fueron mujeres y 69 hombres. El promedio de edad fue de 9 afios con un rango
de 6 a 12 aflos. Se detecto en 4 muestras la presencia de Chlamydia trachomatis,
lo que corresponde al 3.63% de la poblacibn. Las laminillas positivas
correspondian a 4 mujeres: 2 de 6 afos, 1 de 7 afios y otra de 9 afios.

Conclusiones

En nuestro estudio encontramos una frecuencia de 3.63 % de Chlamydia
trachomatis en nifios escolares indigenas de Oaxaca que presentaban conjuntivitis
folicular, con o sin sintomatologia ocular en una zona no considerada como
endémica.

La Chlamydia trachomatis sigue representando un problema de salud publica
en México, debe ser detectada en etapa preescolar 0 escolar como un programa
permanente de deteccién nacional en nifios para disminuir los casos de ceguera
por trachoma.
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ANTECEDENTES

La chlamhdia tracomatis es la causa mas comin de conjuntivitis folicular
cronica, inicia como una conjuntivitis folicular y puede persistir si no recibe
tratamiento hasta producir ceguera.

El tracoma es la causa mas importante de ceguera prevenible en el mundo (1).
La Organizacién Mundial de la Salud estima que 350 millones de personas estan
afectadas por tracoma en las regiones endémicas, de las cuales 5 a 9 millones
estan ciegas (2). El aspecto clinico tipico de la enfermedad activa consiste en
reaccién folicular conjuntival y formacién de pannus; frecuentemente la infeccién
se acompana de infeccién de vias respiratorias superiores con adenopatia
preauricular. Las secuelas a largo plazo pueden ser la retraccion cicatrizal por
fibrosis de la conjuntiva palpebral, conocida como linea de Arit, pannus corneal,
leucoma, queratopatia, entropion, triquiasis y ceguera secundaria a opacificacién
de la cérnea (3). La infeccién en nifios y adolescentes también se ha relacionado
con actividad sexual temprana, abuso sexual. La forma neonatal tiene una
prevalencia del 4/% de las conjuntivitis (4) por transmisién de la madre con
cervicitis por Chlamydia, que en muchas ocasiones es asintomatica en las mujeres
que si no se trata puede producir una infeccién clinica inaparente y persistente que
provoca una salpingitis y posteriores problemas de fertilidad (5), ademas de
uretritis, endometritis, enfermedad pélvica inflamatoria y embarazo ectépico; en los
hombres puede causar uretritis, epididimitis, prostatitis, que algunas veces pueden
provocar problemas de infertilidad (6).

La Chlamydia trachomatis puede generar una infeccién inaparente y persistente
en el ser humano (7). La infeccién por Chlamydias es una de las enfermedades
mas frecuentes en el ser humano, afecta a una séptima parte de la poblacién
mundial y es la primera causa de pérdida de vision evitable. La conjuntivitis de
inclusién en el adulto y en el nifio se diagnostican de forma equivocada en
ocasiones por la manifestacién subclinica o asintoméatica de la enfermedad. El
lugar del la conjuntivitis aguda o crénica por Chlamydia trachomatis se ha
subestimado realmente debido a la dificultad que representa el diagnéstico(7).



CLASIFICACION Y CARACTERISTICAS DE LAS CHLAMYDIAS

La Chlamydia se clasifica en el grupo de las bacterias, es un parasito
intracelular obligado de las células eucariontas debido a su incapacidad de
sintetizar ATP como los virus y tiene caracteristicas de las bacterias porque
contiene ADN Y ARN, poseen una membrana interna y externa, presentan
ribosomas procariéticas S70, sintetizan sus propias proteinas, acidos nucléicos y
lipidos, presentan diversas enzimas, se multiplican por fisién binaria, son sensibles
a numerosos antimicrobianos, se inhiben por las sulfonamidas y otros antibiéticos,
contiene acido muramico en sus paredes celulares. Carecen de la capa de
peptidoglucanos entre la membrana interna y externa, se multiplican en el
citoplasma de sus células huésped, carecen de mecanismos para producir energia
metabdlica (8).

Tienen dos formas diferentes: el cuerpo elemental, infeccioso, extracelular,de
pequefio tamafio 300 a 400 nm y el cuerpo reticulado, no infeccioso, intracelular
de mayor tamafio 800-1000 nm. Por el tamafio del cuerpo elemental se sitia entre
los seres-procariontas méas diminutos (9).

Las dtlarﬁydias se dividen en 4 especies: Chlamydia trachomatis, Chlamidya
pneumoniae, Chlamydia psttacci y Chalmydia pecorum. Las tres primeras se
reconocen como patégenos humanos.(8,10)

Pertenecen a la familia Chlamydiaceae, género Chlamydia que comprende las
especies de C. Tracomatis y C. Psittaci. Se han identificado varias cepas de C.
Trachomatis, en total I8 serotipos, producen inclusiones intracitoplasmicas
compactas, que contienen glucégeno y que se tifien con yodo y son sensibles a
las sulfonamidas, las cepas de C. Psittaci no contienen glucégeno. Las cepas de
C. Trachomatis A, B, Ba y C se asocian a tracoma, las cepas D a F con
enfermedades venéreas y conjuntivitis de inclusién y las cepas L1, L2, L2a y L3
con linfogranuloma venéreo.

Las Chlamydias tienen un ciclo vital dnico, el microorganismo existe en forma
denominada cuerpo elemental, aproximadamente de 300 nm de diametro, con
pared celular rigida, el cuerpo elemental se adhiere a la célula epitelial y es
fagocitado, al encontrarse dentro de la célula su tamafio aumenta a 1,000 nm, es
llamado entonces cuerpo reticulado o inicial, a las 48 horas se multiplica por fisién
binaria y produce un agregado de cuerpos elementales; una sola célula infectada
puede producir cientos de cuerpos elementales localizados en el citoplasma y
cercanos al nucleo; se observan en citologia como cuerpos de inclusion, éstos
pueden liberarse e infectar otras células epiteliales.

La detecciéon temprana y oportuna de Chlamydia previene, al darse
tratamiento, las complicaciones tardias, por lo que si se conoce bien el ciclo y las



caracteristicas de esta bacteria se debe buscar intencionadamente en nifos,
mujeres embarazadas, en edad reproductiva y hombres (12).

La chlamydia trachomatis produce un amplio espectro de enfermedades
clinicas, es la causa mas comun de conjuntivitis folicular crénica (11,13).

ENFERMEDADES PRODUCIDAS POR CHLAMYDIA DE ACUERDO AL

SEROTIPO
ESPECIE SEROTIPO ENFERMEDAD
Trachomatis D.E,F.GH, Muijeres: Cervicitis, salpingitis,
1J.K. embarazo ectépico, esterilidad,

endometritis, perihepatitis.
Hombres: Uretritis, epididimitis,
prostatitis, Sx. Reiter.

Adultos: Conjuntivitis de inclusion.
Nifios: Conjuntivitis de inclusion.
Neonatos: conjuntivitis de inclusién,
neumonia, otitis media.

Trachomatis A,BBaC Tracoma.

Trachomatis L1,L2,L3 Linfogranuloma venéreo.

Pneumoniae TWAR Infecciones respiratorias epidémicas.
Psittaci Animal Enfermedades oculares y respiratorias

raras.



INMUNOLOGIA DE LA CONJUNTIVITIS POR TRACHOMA

El tracoma, una conjuntivitis folicular crénica causada por Chlamydia
trachomatis que pueden causar ceguera. Las complicaciones de la ceguera estan
asociadas con cicatrizacion conjuntival progresiva. Las biopsias de conjuntiva
estudiadas con inmunohistoquimica en nifios con tracoma activo demuestran la
presencia de ambas respuestas humoral e inmunidad mediada por células. Los
anticuerpos antichlamyidia pueden neutralizar la Chlamydia desprenderla en
bloque e internalizar los microorganismos y puede producir una inmunidad parcial,
por lo que desempefian un papel importante en la génesis de la cicatrizacion
conjuntival. Las células epiteliales de la conjuntiva expresan los antigenos del
complejo mayor de histocompatibilidad clase Il los cuales pueden pasar por las
células epiteliales de la conjuntiva para presentar los antigenos para Chlamydia a
las células T que realzan la respuesta inmune.

EPIDEMIOLOGIA

Afecta a mas de 350 millones de personas en el mundo, en el norte de Africa
el porcentaje de escolares infectados es del 70-90%, se estima que en el mundo 6
millones de personas sufren de ceguera y en la India més de 2 millones son
ciegos a causa del tracoma (10,15).

El tracoma inicia como una conjuntivitis folicular que si no es tratada puede
evolucionar hasta la ceguera; esta enfermedad se encuentra en todo el mundo, es
un problema mayor de salud en algunas partes de Africa, Oeste Medio, India y
Sureste de Asia, también existen dreas endémicas en América Latina, Australia y
las Islas del Pacifico, las conjuntivitis menos severas se observan en paises
tropicales y subtropicales (11,16).

En México el tracoma ocular se ha observado como un padecimiento muy
antiguo favorecido por factores ambientales, demogréaficos, socioeconémicos y
culturales en las comunidades con malas condiciones de higiene y pobre calidad
de vida, caracteristico en la regién de los altos de Chiapas. Existen otros estados
que han registrado casos de tracoma como Durango, Sonora y Tabasco. Las
infecciones por Chlamydia constituyen un problema de salud publica en México,
no reconocido aun, su frecuencia ha aumentado notablemente variando desde 5
hasta 63%. La zona endémica se localiza en las montafias de Los Altos de
Chiapas y afecta principalmente a indigenas Tzetzales del municipio de Oxchuc y
zonas aledafias (17). No existen estudios epidemiolégicos a gran escala pero se
cree que la mayoria de los 35 000 habitantes del municipio de Oxchuc estan
afectados. También se han identificado personas con tracoma en los municipios
de Ocosingo, Cancuc y Chanal, todos ellos aledaiios al mismo. En el estudio
realizado por Wilson, M.C. y Millan Velasco en 1985 en 6 comunidades indigenas
del municipio de Oxchunc el 24% de los nifios menores de |0 afios tenian tracoma
inflamatorio(18).



En Bélgica se realizé un estudio en 104 pacientes adultos con irritacién
conjuntival crénica sin diagnéstico preciso en frotis de conjuntiva, se utilizé la
técnica de Giemsa y la de anticuerpos monoclonales conjugados con fluoresceina
encontrando en 45 casos un diagnédstico correcto donde 29% fueron por infeccién
de Chlamydia y 20% por alergia (19).

En India se realizé un estudio de 127 pacientes que presentaban conjuntivitis
crénica, aguda o recurrente, con diferentes grados de manifestacion clinica, se les
realizé un frotis conjuntival para la busqueda de Chlamydia y se encontré la misma
en 44 pacientes y de éstos s6lo se sospechaba clinicamente que tenian
Chlamydia en 19, los otros estaban diagnosticados como probables infecciones por
bacterias, virus o conjuntivitis de tipo alérgico, esta incidencia tan alta manifiesta la
situacion endémica de la Chlamydia en la India (12).

En China, durante 4 afios se realizO de forma rutinaria la deteccion de
Chlamydia en niflos escolares como un examen de salud necesario, se
examinaron 77| nifos de 5 escuelas primarias, se utilizd inmunofluorescencia y
cultivo de células de McCoy encontrando 118 nifios (15.3%)con infeccion por
Chlamydia, de entre estos nifios el 96.66% tenian poca o ninguna inflamacién
conjuntival , s6lo el 0.4% presentaron cicatrizacién conjuntival (21).

En los paises industrializados del este de Europa, las conjuntivitis causadas por
Chlamydia tienen una prevalencia mayor en adultos alrededor de los 20 afios de
edad, en el caso del tracoma clasico en los paises en desarrollo, la incidencia
mayor de la enfermedad activa ocurre en nifios entre los 2 y 5 afios de edad. La
conjuntivitis de inclusién del adulto es usualmente una autoinfeccién, resultado de
una infeccién genital concomitante; en contraste, el tracoma endémico es una
infecciébn que es transmitida de ojo en ojo. La transmisién no genital de la
conjuntivitis de inclusién, se ha encontrado en personal de salud y en albercas con
cloracién insuficiente en pocos casos (22).

En Buenos Aires, Argentina se realizé una investigacion de 1977 a 1999 en
pacientes externos con conjuntivitis folicular, se seleccionaron 57 pacientes con
presunta conjuntivitis de inclusion, se les realizé frotis conjuntival y estudios con
inmunofiorescencia y cultivo de células McCoy; de éstos el 65% fueron positivos
para cultivo celular y 47% positivos para inmunoflorescencia directa, concluyendo
que es mas sensible el cultivo que la inmunoflorescencia, sin embargo la primera
es mas costosa. Del 65% de los pacientes con conjuntivitis por Chlamydia 62%
fueron mujeres, el periodo de evolucién clinica fue de | a 12 meses. El 78% de
estas mujeres tenian reporte previo de patologia genital y el29% de los hombres
tenian historia de uretritis por Chlamydia trachomatis.



TRANSMISION

La transmision es por medio de secreciones, contaminacién de un ojo a otro,
de manos a ojos, ropa contaminada e incluso las moscas que se alimentan de
secreciones oculares de nifios infectados como mecanismo de transmision (25).

Varios estudios han encontrado que la frecuencia del lavado de la cara esta
relacionado con la frecuencia y severidad del tracoma (7,10). En México se
realizé un estudio de 1097 personas expuestas al tracoma en donde el 25% de los
nifios menores de 10 afios tenian tracoma inflamatorio y casi el 100% de los adultos
tenian tracoma cicatricial (24). La observacion que se obtuvo sobre los habitos de
higiene sefalaron que la frecuencia del lavado de la cara fue el parametro de
higiene personal que se asociaba mas cercanamente con la ocurrencia y
severidad del tracoma. La transmisién intrafamiliar por contacto directo es la
forma mas frecuente de reinfeccién.

FISIOPATOGENIA

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

Los foliculos representan una hiperplasia del tejido linfoide, son lesiones
discretas, redondas, elevadas de la conjuntiva, de didmetro de 0.5 a 5.0 mm, se
localizan principalmente en la conjuntiva tarsal inferior y en la superior en menor
cantidad, se observa a su alrededor un reticulo vascular que crece alrededor del
foliculo, los vasos desaparecen hacia el centro del foliculo. Histolégicamente
estan compuestos por linfocitos, macréfagos y células plasmaticas, pueden formar
foliculos linfoides.

Las papilas tienen una zona central fibrovascular en cada papila con un vaso
sanguineo central, forma una figura vascular arborizada cuando alcanza la
superficie, se observan como &reas hiperémicas, elevadas y poligonales,
separadas por tabiques de tejido conectivo fijos a los tejidos profundos, que le dan
apariencia de areas mas palidas y como resultado un limite poligonal, las papilas
gigantes aparecen al romperse éstos tabiques, su diametro es de 0.3 a 2.0 mm y
se consideran gigantes si son mayores a 1.0 mm, pueden observarse en cualquier



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

No existen diferencias histolégicas entre los foliculos producidos por
irritantes, infecciones o en la foliculosis (28).

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

En la cérnea, los primeros cambios ocurren como consecuencia de la
inflamacién del epitelio y del estroma anterior e incluyen opacificacién del epitelio
de la cérnea y queratitis superficial punteada, posteriormente se forma el pannus
tracomatoso. El tracoma conduce a ceguera corneal por varios factores: la
membrana conjuntival escarificada y resca pierde su funcién nutritiva y renovadora
del epitelio comeal; por infecciones agregadas que pueden causar opacidades; la
abrasidbn mecanica causada por las pestafias invertidas provoca mas
opacificacién y queratinizacion. El resultado final es una cornea totalmente
opacificada que aun transplantada se opaca nuevamente ya que la conjuntiva que
la renueva esta fibrosada por lo que se constituye una ceguera intratable en estas
fases (24).

La deteccion temprana y oportuna de Chlamydia previene, al darse
tratamiento, las complicaciones tardias, por lo que si se conoce bien el ciclo y las
caracteristicas de esta bacteria se debe buscar intencionadamente en nifios,
mujeres embarazadas; mujeres en edad reproductiva y hombres (12).

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

Foliculos linfoides en la conjuntiva tarsal superior
Fibrosis conjuntival

Pannus vascular

Foliculos limbicos o sus secuelas



CLASIFICACION CLINICA DE MAC CALLAN
Describe la progresion clinica del tracoma

Tracoma | Foliculos inmaduros en el tarso superior, incluyendo area
central, con escaso exudado conjuntival, sin fibrosis.

Tracomall A Foliculos maduros sobre tarso superior.
B Hipertrofia papilar marcada en el tarso superior.

Tracoma lll  Foliculos presentes en el tarso y fibrosis de la conjuntiva.
Tracoma IV Sin foliculos, pero fibrosis importante de la conjuntiva.

La Organizacion Mundial de la Salud recomienda la clasificacion de
enfermedad inflamatoria para casos individuales basado en la presencia de
foliculos linfoides (F) e hipertrofia papilar (P) para describir cambios inflamatorios

(11).

DIAGNOSTICO POR LABORATORIO DE CHLAMYDIA

La demostracion bajo microscopio Optico, con la tinciéon de Giemsa de
inclusiones baséfilas intracitoplasmicas en las células epiteliales de los frotis
conjuntivales es un método trandicional. Para obtener suficientes células
epiteliales se debe raspar la zona de maxima reaccién con una espatula roma.
En estos frotis las inclusiones pueden ser Unicas o multiples y de tamafio variable.
Los polimorfonucleares predominan en el estadio agudo y los mononucleares y
células plasmaticas aumentan en estadios posteriores.

La tincién de Wright tifle la matriz de glucégeno de color pardo rojizo con la
solucién de lugol, lo que permite diferenciarla de las inclusiones de la psitacosis,
que carece de glucogeno.

Todas las Chlamydias comparten un antigeno de grupo comin demostrable
mediante la prueba de fijacion de complemento, es un complejo lipoproteina-
hidrato de carbono termoestable. La mitad carbohidrato es la responsable de la
actividad del grupo, mediante inmunoelectroforesis bidimensional de Chalmydias
solubilizadas con el detergente no i6nico Triton X-loo (alcohol poliéter alquilario) se
han reconocido hasta 20 componentes antigénicos.

Wang y Grayston en (97| desarrollaron una técnica de anticuerpos
fluorescentes indirectos para la tipificacién serolégica de las cepas de Chlamydia
trachomatis tipificando casi 700 cepas procedentes de diversas partes del mundo,
estas cepas incluyen 12 inmunotipos LGV (L1 L2 L3). Se pueden detectar
anticuerpos precoces IgM asi como tardios IgG. El estudio seroepidemiolégico
mediante la prueba de microinmunoflorescencia demostré que aproximadamente



17

el 5% de los nifios sanos, el 20% de las mujeres y el 10% de los hombres tenian
anticuerpos IgG contra Chlamydia trachomatis, lo que constituye un indicio de
infecciones previas que pasaron probablemente desapercibidas. La especificidad
de la prueba de inmunoflorescencia indirecta con anticuerpos depende de los
antigenos usados. Los anticuerpos tipo especificos pueden diferenciarse si se
incluyen en la prueba cuerpos elemnetales de todos los inmunotipos conocidos.
La prueba es grupo especifica si se utilizan cuerpos reticulados o células
infectadas.

La técnica requiere de un microscopista entrenado que pueda distinguir entre
las particulas verde fosforescente de Chlamydia y un fluorescencia inespecifica.
Las cepas de Chlamydia trachomatis pueden ser serotipificadas por la técnica de
microinmunoflorescencia, para lo cual se producen antisueros por inoculacién
intravenosa del ratén con el antigeno seleccionado, el suero obtenido se separa y
se identifica un serotipo por su patron de reactividad y mediante la titulacion
apropiada con el serotipo prototipo, actuamente se obtienen de forma comercial
los anticuerpos monoclonales para identificar las cepas aisladas (18).

La prueba serolégica mas ampliamente usada para el diagnéstico de las
infecciones por Chlamydia psittaci es la prueba de fijacion del complemento, en la
cual los sueros pareados muestran un incremento cuatro veces mayor en el titulo.

Chlamydia trachomatis posee un genoma circular de 660 megadaltones que
contiene un 47% de guaninas mas citosina, los primeros estudios de hibridacién
entre los acidos nucléicos de diferentes cepas de C. trachomatis muestran una
homologia de reasociacion del 96 al 97%. La reacciéon en cadena de polimerasa
(PCR) es una técnica costosa, que puede ser utilizada para encontrar cantidades
muy pequefias de agentes infecciosos, por amplificacion in vitro de segmentos de
DNA a través de ciclos de desnaturalizacién, hibridacién de iniciadores y extension
enzimatica, con una produccién hasta de 106 copias de un DNA blanco de 30
ciclos de sintesis. La amplificacién especifica del segmento de DNA puede
demostrarse por la aparicién de la banda correspondiente a la distancia entre los
iniciadores en geles de azarosa, 0 mediante el uso de una sonda que reaccione
con el producto. Para C. trachomatis se utilizan iniciadores dirigidos contra el
plasmido criptico, el gen de la proteina principal de la membrana extemna (MOMP),
el RNA ribosomal 16s y el gen de una proteina rica en cisterna. En el gen MOMP
se han localizado tres regiones de longitud adecuada compatibles con las
secuencias determinadas en diferentes serotipos de C. trachomatis, que estan
situadas en posicién 5' respecto a la primera regién variable del gen. La secuencia
del plasmido criptico es mucho méas constante, por lo que existe una mayor
diversidad de iniciadores dirigidos a él.

Para comparar las capacidades relativas de los métodos de cultivo de
tejidos, citologia inmuflorescencia directa, de PCR y sondas contra rRNA. Asi
como para seguir el curso de la enfermedad en infecciones y reinfecciones
oculares experimentales, Holland y colaboradores inocularon 5x10-3 ifuS del
serovac C (cepa TW-3) en cada saco conjuntival del mono Cynomolgus, veinte



semanas después se realizd una inoculacién similar para establecer si el mono
habia desamollado resistencia a la infeccién, una semana después de la infeccién,
todos los métodos pudieron detectar la presencia del patégeno. El cultivo de
células y la citologia de fluorescencia directa dieron resultado positivo durante las
12 semanas siguientes a la inoculacién, mientras que las dos técnicas basadas en
acidos nucléicos fueron positivas durante 16 semanas. Después de la reinfeccién,
las técnicas de cultivo y fluorescencia directa detectaron a la bacteria durante 4
semanas, mientras que la PCR y GP fueron positivas hasta 9 semanas, lo que
indica que en el caso de infecciones oculares por Chlamydia, la bacteria puede
permanecer en el sitio de infeccién y provocar inflamacién, ain encontrdndose en
un estado no cultivable (28).

PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

El tracoma es la causa mas importante de ceguera prevenible en el mundo y
debe representar una prioridad en el programa nacional de salud publica en
México. El tracoma es una enfermedad asociada a poblaciones socialmente
relegadas, con pobreza y falta de higiene importante aunada a las mismas. El
trachoma es una queratoconjuntivitis crénica causada por la bacteria Chlamydia
trachomatis, la infeccién inicial generalmente ocurre en la edad preescolar (Il car ) ,
después se establece la fase inflamatoria, caracterizada por una conjuntivitis
folicular crénica que es casi siempre bilateral, los sintomas son inespecificos, los
signos clinicos incluyen hiperemia, quemosis e hipertrofia folicular.

¢ Es posible la deteccién por inmunofluorescencia de Chlamydia Trachomatis en
nifios escolares indignas del Estado de Oaxaca en México que presentan
conjuntivitis folicular?

JUSTIFICACION

Debido a las consideraciones anteriores, a las zonas endémicas en México de
Chlamydia trachomatis y de su repercusion en diferentes érganos, ademas de ser
el tracoma la causa mas importante de ceguera prevenible en el mundo; se
decidio realizar este estudio en una poblacién indigena con nifios escolares ya que
hay una incidencia mayor de conjuntivitis folicular en este grupo de edad porque la
infeccién inicial generalmente ocurre en edad preescolar y después de un periodo
de incubacion de 7 a 14 dias se establece la fase inflamatoria, caracterizada por
una conjuntivitis folicular crénica con o sin sintomatologia ocular, con toma de
frotis conjuntival y andlisis de la muestra con inmunofiorescencia. Este método,
aunque es menos sensible que el cultivo de células McCoy o la PCR, es de menor
costo y se puede realizar diagnéstico de género con él utilizando anticuerpos
monoclonales.



HIPOTESIS

Si los nifios escolares indigenas del estado de Oaxaca presentan conjuntivitis
folicular es posible que sea causada por Chlamydia Trachomatis determinada por
inumofuorescencia

OBJETIVO

Objetivo general:
Detectar por inmunofluorescencia Chlamydia Trachomatis en nifios escolares
indigenas del Estado de Oaxaca en México que presentan conjuntivitis folicular.

MATERIAL Y METODOS
DESCRIPCION GENERAL DEL ESTUDIO:

El estudio se llevé a cabo en el Hospital Regional de Tlacolula de Oaxaca,
México donde fueron llevados 112 nifios escolares indigenas por sus maestros y
tutores. A los nifios escolares que participaron voluntariamente, previa
autorizacion de sus tutores, se les efectué examen con biomicroscopia para la
evaluacion de la conjuntiva en ambos ojos.

En caso de que se detectaran foliculos en la conjuntiva tarsal inferior, con o sin
sintomatologia conjuntival, se dirigié a los pacientes a un consultorio en el cual se
les explicd el procedimiento para la toma de muestra de conjuntiva, hubo un
intérprete disponible para los nifios que sélo hablaban dialectos. Al aceptar el nifio
y el tutor, se les instalé en una silla en un lugar fresco y bien iluminado, con luz
natural y artificial, se les instil6 una gota de tetracaina al 1% en el fondo de saco
conjuntival de ambos 0jos y | minuto después se evertid el parpado inferior y con
una espatula de Kimura se procedi6 a realizar un raspado superficial del epitelio
de la conjuntiva tarsal inferior, se aplicd posteriormente una gota de cloranfenicol
oftalmico y se limpi6 la piel del parpado con una gasa estéril.

Se realizaron 2 frotis de conjuntiva, cada uno en una laminilla diferente,
alveolada con teflén, con nimero seriado, previamente marcada e identificada con
el numero correspondiente a los datos del paciente, que se recabaron previos a la
toma de muestra.

Una vez secas las laminillas, el material se fij6 con una mezcla que contiene |
volumen de etanol absoluto y 3 volimenes de acetona en frio. Una vez evaporada
la mezcla de solventes, las laminillas se acondicionaron para transporte, se
conservaron en refrigeracion y se retiraron en cuanto se inicié el inmunomarcado,
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se dejaron a temperatura ambiente durante 15 minutos, sobre cada alveolo de las
laminillas, se depositaron 2 gotas de tampon de fosfato para rehidratar el tejido
fijado, se elimina el tampén por inversién de la laminilla y se deposita nuevamente
sobre cada alveolo 50 microlitros de un anticuerpo monoclonal marcado con
isotiocinato de fiuoresceina (FTC-Mab) listo para su uso y que contiene un
contracolorante que en presencia de luz ultravioleta emite una sefial en la
frecuencia del rojo cuando esta ligado a membranas celulares.

La revision de las laminillas se realizé en el hospital de Infectologia del Centro
Médico Nacional La Raza con la utilizacién del microscopio de inmunoflorescencia.

LUGAR DE ESTUDIO

Hospital Regional de la Ciudad de Tlacolula Oaxaca México del Instituto
Mexicano del Seguro Social.

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

UNIVERSO DE TRABAJO

Nifios escolares indigenas entre 6 y 12 afios de edad, con conjuntivitis folicular
del Estado de Oaxaca que cumplan con los criterios de seleccion establecidos.

TIPO DE ESTUDIO

Descriptivo, prospectivo y transversal.

CRITERIOS DE INCLUSION

% edad de 6 a 12 afios

<+ Sexo femenino y masculino

+» Escolares indigenas

< Autorizacion de consentimiento informado del tutor o representante legal
del nifio sobre el estudio que se va a realizar.

% Pacientes con o sin sintomatologia ocular que presenten Conjuntivitis
folicular
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CRITERIOS DE EXCLUSION

< Pacientes que durante la toma de muestra, decidan no continuar
con la misma.

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

VARIABLES:
Variable Independiente:

Definicién conceptual: Es la inflamacion de la mucosa conjuntival. Los foliculos
representan una hiperplasia del tejido linfoide, son lesiones discretas, redondas,
elevadas en donde los vasos desaparecen hacia el centro del mismo.

Definicion operacional- Es la presencia de inflamacién conjuntival y de foliculos de
predominio en tarso inferior con o sin sintomatologia ocular.

Escala de medicién: Nominal dicotémica.

Unidad de medicién: Presente o ausente.

Variable Dependiente:

njuntivitis folicular aT ;
Definicién conceptual. Inflamacién conjuntival con sintomas inespecificos como
enrojecimiento, lagrimeo, fotofobia, exudado mucopurulento, sensacién de cuerpo
extrafio y edema palpebral. Los signos clinicos incluyen hipertrofia folicular,
hiperemia, quemosis conjuntival y en ocasiones hipertrofia papilar.
Definicién operacional: Inflamacion de la conjuntiva con hiperplasia de tejido
linfoide que corresponde a la formacién de foliculos que se valora por
biomicroscopia. Se debe realizar evaluacién microbiolégica para detectar
Chlamydia trachomatis.
Escala de Medicién: Nominal dicotomica.
Unidad de medicién: Presente o ausente.

ANALISIS DE DATOS

Se utilizaron pruebas de estadistica descriptiva, con medidas de tendencia
central y de dispersion.
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CONSIDERACIONES ETICAS

El protocolo fue aprobado por el Comité Local de Investigacion del Hospital de
Especialidades Dr. Bernardo Sepllveda G. del CMIN S. XXI con Ref.
37.B5.09.2153/02. Este estudio se realizd6 respetando la Ley General de Salud
(1997) de México, articulos 13, 14, 15, 16, 17, 18, 19, 20, 2, 22, 23, 24, 25, 26 y
27, titulo 2, capitulo 1, articulos 13 y 14.

Todas las muestras fueron obtenidas por oftalmélogos y se obtuvieron con
autorizacion del representante legal del paciente y del consentimiento verbal del
paciente ya que éstos fueron menores de edad.

La toma de muestra es indolora, ya que se realiza bajo anestesia topica previa
y no produce trauma aparente. El material que se utiliz6 para el muestreo es
apirégeno y de uso Unico y desechable.

Este proyecto cumple con lo establecido por el articulo 39 del capitulo 3 del
titulo segundo del Reglamento de la Ley General de Salud en materia de
investigacion para la salud y comporta un riesgo minimo.

RECURSOS HUMANOS

Dr. Pablo Goldschsmidt coordinador cientifico de este estudio, catedratico
extraordinario invitado por la Direccién General educativa y cultural de la
Secretaria de Relaciones Exteriores de México.

Dra. Lourdes Soto médico oftalmélogo adscrito al servicio de oftalmologia en el
departamento de Segmento Anterior del Hospital de Especialidades del Centro
Médico Nacional siglo XXI del IMSS.

Dra. Laura Fatima Espinosa Garcia médico oftaimélogo egresada del HE
CMN SXXI del IMSS.
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RESULTADOS

En Tlacolula, Oaxaca se examinaron un total de 110 nifios escolares indigenas
entre 6 y 12 afios con conjuntivitis folicular con o sin sintomatologia ocular a los
cuales se les tomo frotis de la conjuntiva tarsal inferior y la muestra se colocé en
una laminilla alveolada de teflén previamente marcada para su estudio posterior
en el laboratorio. El procedimiento se realizé6 de acuerdo a lo proyectado, sin
incidentes en la toma de muestras.

De los 110 nifios examinados : 41 fueron mujeres y 69 hombres. El promedio
de edad fue de 9 afios con un rango de 6 a 12 afios.

Al revisar las 110 muestras que se procesaron con inmunofiuorescencia se
detecté en 4 muestras la presencia de Chlamydia trachomatis, que representa el
3.63% de la poblacién. Las laminillas positivas correspondian a 4 mujeres: 2 de 6
afos, 1 de 7 aflos y otra de 9 arios, lo que corresponde al 9.75% de la poblacién
femenina.

Grupo de estudio con conjuntivitis folicular por edades
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DISCUSION

Se han comparado por diversos autores los métodos para la deteccion de
Chlamydia trachomatis en especificidad, sensibilidad, tiempo y costos para
determinar cudl seria el mas adecuado. La PCR (reaccion en cadena de la
polimerasa) es el estudio de mayor sensibilidad y especificidad para C.
trachomatis (36), su inconveniente es el alto costo.

La inmunofluorescencia directa con anticuerpos monoclonales tiene una
especificidad del 97% y una sensibilidad del 80 a 90%, su costo es menor que la
PCR y es mas rapida que el cultivo en células Mc Coy. La Chlamydia trachomatis
representa un problema de salud publica en México y en el mundo por sus
caracteristicas y complicaciones que puede llevar hasta la ceguera; inicia en la
etapa preescolar o escolar con una conjuntivitis folicular, que después del tiempo
de incubacion de 7 a 14 dias puede persistir como conjuntivitis folicular crénica, En
México en el medio rural, en donde la marginacion, la pobreza, las malas
condiciones de vida e higiene personal deficiente sin aseo adecuado de cara,
juegan un papel principal para su transmisién se ha establecido que la Chlamydia
trachomatis es el agente etiolégico responsable del 26% de las queratconjuntivitis
y con frecuencia esta asociada a herpes simple o zoster y adenovirus ( 30,32) La
zona mas endémica se localiza en las montafias de Los Altos de Chiapas y afecta
principalmente a indigenas Tzetzales (17)). No existen estudios epidemiolégicos a
gran escala. . En un estudio realizado en 6 comunidades indigenas del municipio
de Oxchunc el 24% de los niflos menores de I0 afos tenian tracoma inflamatorio
(18).

En China, durante 4 afios se realizd6 de forma rutinaria la deteccion de
Chlamydia en nifios escolares como un examen de salud necesario, se
examinaron 771 nifos de 5 escuelas primarias, con inmunofiuorescencia y cultivo
de células de McCoy, encontrando I8 nifios (15.3%)con infecciéon por Chlamydia,
de entre estos nifios el 96.66% tenian poca o ninguna inflamacién conjuntival (21).

En India se efectué un estudio de 127 pacientes que presentaban conjuntivitis
cronica, aguda o recurrente, se encontré Chlamydia con inmunoflorescencia en
44 pacientes y de éstos s6lo se sospechaba clinicamente que tenian Chlamydia
en 19, los ofros estaban diagnosticados como probables infecciones por bacterias,
virus o conjuntivitis de tipo alérgico, esta incidencia tan alta manifiesta la situacion
endémica de la Chlamydia en la India (20).

En Bélgica se realizd un estudio en frotis de conjuntiva en 104 pacientes
adultos con irritacién conjuntival crénica sin diagnéstico preciso, encontrando en
45 casos el 29% por infeccibn de Chlamydia y 20% por alergia (19) con
inmunoflorescencia y Giemsa lo que da la importancia de pensar en Chlamydia
como posibilidad diagnéstica en conjuntivitis crénicas de dificil diagndstico, ain en
lugares que no se consideran endémicos.
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En los paises industrializados del este de Europa, las conjuntivitis causadas
por Chlamydia tienen una prevalencia mayor en adultos alrededor de los 20 afios
de edad. En el caso del tracoma clasico en los paises en desarrollo, la incidencia
mayor de la enfermedad activa ocurre en niflos entre los 2 y 5 afios de edad(22).

En Buenos Aires, Argentina se realizé una investigacion de 1977 a 1999 en
pacientes externos con  conjuntivitis  folicular, se analizaron con
inmunofluorescencia y cultivo de células McCoy; de éstos el 65% fueron positivos
para cultivo celular y 47% positivos para inmunofluorescencia directa, concluyendo
que es mas sensible el cultivo que la inmunofluorescencia, con una diferencia de
sensibilidad del 18% con células McCoy, lo que la convierte en una mejor
alternativa; aunque su costo sea menor, en muchos hospitales no lo hay porque es
un examen de costo medio y alto para las condiciones en México.

En nuestro estudio, la frecuencia de Chlamydia trachomatis detectada por
inmunofluorescencia en la poblaciébn escolar estudiada. fue de 3.63%;
considerando que no es una poblacion endémica, el porcentaje es significativo y
seria importante realizar acciones de salud en este estado para prevencion y
deteccién de la Chlamydia en nifios escolares de ofras comunidades.

El estudio se realiz6 en nifios con o sin sintomatologia ocular que presentaban
conjuntivitis folicular y de éstos como ya lo mencionamos a menos del 4% se le
detectd Chlamydia tracomatis, lo que genera fuentes de investigacién para
busqueda de frecuencia y asociaciones etiologicas de conjuntivitis folicular.
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CONCLUSIONES

En nuestro estudio encontramos una frecuencia de 3.63 % de Chlamydia
trachomatis en nifios escolares indigenas de Oaxaca que presentaban conjuntivitis
folicular, con o sin sintomatologia ocular en una zona no considerada como
endémica.

La inmunofiuorescencia directa es una técnica con una sensibilidad de 80 a 90
% y especificidad de 97%, rapida y de mediano costo, lo que la puede hacer
accesible para utilizarla en nuestro pais para la deteccién de Chlamydia
trachomatis.

La Chlamydia trachomatis sigue representando un problema de salud publica
en México, debe ser detectada en etapa preescolar o escolar como un programa
permanente de deteccién nacional en nifios ya que clinicamente puede ser de
dificil diagnéstico porque gran parte de los afectados no presentan sintomatologia
y los signos clinicos como la conjuntivitis folicular puede estar presente en oftras
entidades, para disminuir los casos de ceguera por Trachoma.
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ANEXO 1

MATERIAL
++ Laminillas portaobjetos alveoladas con teflén.
< Espatulas de Kimura
» Alcohol absoluto
% Acetona
% Lampara de hendidura.
Tetracaina al 1%, gotas oftalmicas.
Cloranfenicol gotas oftalmicas.
% Gasas estériles.
< Guantes estériles desechables para los médicos que tomen
las muestras.
* Hojas para datos estadisticos y marcador para las laminillas.
< Formato de hoja de consentimiento informado.
<+ Cajas para transporte de las laminillas.
% Colorantes para estudios histolégicos.
< Anticuerpos monoclonales fluorescentes.
% Las lecturas de las laminillas se realizaron en el microscopio
de inmunofluorescencia del laboratorio de diagnoéstico del
Hospital de Infectologia CMN La Raza.

e
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ANEXO 2

CARTA DE CONSENTIMIENTO INFORMADO PARA
PARTICIPACION EN PROYECTOS DE INVESTIGACION CLINICA

Tlacolula, Oaxaca, a de de 2002

Por medio de la presente acepto participar en el proyecto de investigacion
titulado “ Deteccion por inmunofluorescencia de Chlamydia trachomatis en
nifios escolares indigenas del estado de Oaxaca en México que presentan
conjuntivitis folicular”, registrado ante el Comité local de Investigacion
Médica con el namero ;

El objetivo de este estudio es detectar los casos de conjuntivitis folicular por
Chlamydia trachomatis en los nifios escolares indigenas del estado de Oaxaca
con el método de diagndstico conocido como inmuofluorescencia directa.

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

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

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

3. Posterior a un minuto se le evertira el parpado inferior del ojo derecho y con una
espatula estéril, roma, especial para toma de muestras en conjuntiva de ojos, se
procedera a realizar un frotis de la conjuntiva tarsal inferior que se colocara en una
laminilla de teflon alveolada y previamente marcada para su identificacion
posterior de la muestra, posteriormente se realiza el mismo procedimiento para el
0jo izquierdo.

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

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

6. Este procedimiento al ser realizado con anestesia local, no causa dolor o
incomodidad, antes, durante ni después de su realizacion.
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Declaro que se me ha informado ampliamente ( y por medio del intérprete en
caso de requerirlo) que la participacion no conlleva riesgos, que el dnico
inconveniente podria ser el tiempo dedicado por parte del paciente para la
realizacion del estudio y que este estudio traera beneficios en cuanto a conocer
mejor la frecuencia de Chlamydia trachomatis en comunidades rurales indigenas
para realizar detecciones y tratamientos oportunos, ya que la conjuntivitis por
Chlamydia trachopmatis puede tener complicaciones muy severas incluso ceguera
y que esta enfermedad es dificil de detectarla siendo mas frecuente su inicio en
edad escolar sin presentar molestias importantes.

El investigador principal se ha comprometido a responder cualquier pregunta y
aclarar cualquier duda que se le plantee acerca de los procedimientos que se
llevaran a cabo, los riesgos, los beneficios o cualquier otro asunto relacionado con
la investigacion.

Entiendo que conservo el derecho a negarme o a retirar del estudio a mi(s)
hijo(a)(s) o mis representados en caso de ser el tutor, en cualquier momento en
que lo considere conveniente, sin que ello afecte la atencién médica que pudiera
recibir por parte del Instituto Mexicano del Seguro Social o del Sector Salud.

El estudio no se realizara o se suspendera si mi(s) hijo(a)(s) o mis
representados en caso de ser el tutor, aunque yo lo haya autorizado no se lo
quieren realizar o desean retirarse antes de concluirlo.

El investigador principal me ha dado seguridades de que no se le(s) identificara

en las publicaciones o presentaciones que deriven de este estudio y que los datos
relacionados con su privacidad seran manejados en forma confidencial.

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

TESTIGO TESTIGO
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Fotografia de Chlamydia trachomatis con la técnica de inmunoflorescencia directa
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