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RESUMEN

Antecedentes: Chlamydia trachomatis es el agente mdas prevalente en las infecciones
por trasmision sexual. Se estima que del 2 a 20% de las mujeres embarazadas tienen C.
frachomatis en su endocervix, lo que provoca la colonizacion del producto en el
momento del parto y el riesgo de que el mismo presente una complicacién infecciosa
a nivel pulmonar o conjuntival. En paises primermundistas se ha observado una
frecuencia del 3 a 18% de neumonia en recién nacidos por Chlamydia trachomatis, y
se estima que podria ser mayor en paises subdesarrollados; no obstante su frecuencia
en recién nacidos prematuros aun es desconocida. El diagnostico por aislamiento en
cultivos resulta costoso para muchas instituciones de salud, sin embargo existen
métodos inmunoenzimdticos que permiten la identificacion seroldgica indirecta del
agente infeccioso de forma répida y con ello el establecimiento de un tratamiento
oportuno.

Objetivo: Conocer la frecuencia de neumonia causada por Chlamydia trachomatis en
recién nacidos prematuros por medio de prueba inmunoenzimdtica indirecta de fase
solida.

Metodologia: Se realizd un estudio observacional, prospectivo, fransversal, descriptivo.
Donde se incluyeron todos recién nacidos prematuros que tenian sospecha clinica de
neumonia por Chlamydia trachomatis en la Unidad de Cuidados Intensivos Neonatales
(del 01 de febrero al 31 de junio del 2010). A los pacientes se les tomd una muestra de
sangre de 0.5 ml la cual fue centrifugada y separada para obtener el suero, se les
realizé la prueba inmunoenzimdtica indirecta de fase sélida para la deteccion de
anticuerpos de tipo IgA anti-Chlamydia frachomatis, en el laboratorio clinico. Ademdads
se realizd una entrevista a la madre en busca de posibles factores de riesgo durante el
embarazo y el parto. Todos los datos se analizaron con estadistica descriptiva.
Resultados: Se estudiaron un total de 20 muestras de las cuales el 100% presento un
resultado no reactivo para anticuerpos de tipo IgA anti-Chlamydia trachomatis. De los
factores de riesgo investigados ninguna de las madres presentd antecedentes de
infeccion vaginal por Chlamydia trachomatis en el embarazo. Se encontré que como
antecedentes perinatales la mitad de las madres presentd ruptura prematura de
membranas que es una entidad que de dentro de sus causas se asocia a infeccién por
C. trachomatis, las manifestaciones clinicas de los pacientes prematuros fueron
similares a los reportados en los recién nacidos de término.

Conclusiones: Aun cuando los resultados de todos los fueron negativos para deteccion
de anticuerpos de fipo IgA para Chlamydia trachomatis, esto no significa de que esta
entidad no se encuentre presente en nuestro medio como agente causal de
neumonia en el recién nacido prematuro. Estos resultados pueden atribuirse a el
limitado tamano de muestra, el tiempo que tarda el médico en sospechar infeccién
por C. frachomatis al ser una patologia que se diagnostica por exclusion y que el
tiempo de solicitud del estudio repercute en la titulacion de anficuerpos de tipo IgA
anti-C. trachomatis para su deteccion y el método de deteccidon propuesto.

Palabras clave: Neumonia Intersticial, Chlamydia Trachomatis, Recién Nacidos
Prematuros.



ANTECEDENTES CIENTIFICOS

Chlamydia frachomatis es el agente mads prevalente en las infecciones por
trasmision sexual en paises en desarrollo y en vias de desarrollo, y constituye la
causa bacteriana mds frecuente de dichas enfermedades, las cuales
tipicamente se manifiestan como cervicitis y ureftritis! 2. La infeccion por esta
bacteria produce secuelas y complicaciones que van desde la enfermedad
pélvica inflamatoria a la infertilidad e incluso se ha observado como causa de

aborto recurrente?2s3.

La prevalencia a nivel mundial de C. trachomatis varia en diversos estudios: en
mujeres asinfomdaticas que asisten a clinicas de planificacion familiar se ha
reportado entre 3 a 5%, aumentando a cifras mayores de 20% en las clinicas
dedicadas a las Enfermedades de Transmision Sexual. En embarazadas varia
enfre 2 a 37%; asimismo se ha sugerido que las mujeres que toman
anticonceptivos orales son mds propensas al desarrollo de cervicitis, debido en
parte a la presencia de ectropidn cervical4. En el 2006 Pellow y colaboradoress
reportaron en Gran Bretana un total de 103, 932 infecciones por C. tfrachomatis
las cuales fueron diagnosticadas en sus unidades clinicas representando un
incremento del 8% con respecto a lo observado un ano previo, siendo las
mujeres de entre los 16 a 24 anos las mdas afectadas excediendo los 1000 casos
por 100 000. Asimismo se han reportado que el 50 a 70% de los recién nacidos
con madres infectadas, adquirian algun tipo de infeccidon por C. frachomatis al

momento del nacimientoé’.

Estudios realizados en México han mostrado una frecuencia de 4 y 28% en
mujeres no embarazadas, consideradas como de bajo riesgo para las
infecciones de transmision sexual; de 16.6% en trabajadoras sexuales y hasta de
10 a 12% en embarazadas. En nuestro pais no se conoce la prevalencia vy el

impacto causado por esta infeccion en diferentes grupos de mujeres, debido a
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la relativa dificultad para establecer el diagndstico, ya que la metodologia de
laboratorio es técnicamente demandante y costosa4. Se estima que el 50 al 70%
de los recen nacidos de las mujeres infectadas llegan tener una infeccion en
uno o Mas sitios anatdémicos, incluyendo conjuntivas, nasofaringe, el recto y la
vaginaé?10, Las infecciones por chlamydias durante el embarazo pueden
causar una variedad de complicaciones perinatales. Investigaciones serias han
reportado que 2 a 20% de las mujeres embarazadas tienen C. frachomatis en su
endocervix!'l. Aungue la transmision de los organismos de las madres a su
infantes generalmente ocurre en el momento del parto principalmente en el
paso del neonato por el cérvix infectado, la posibilidad de infeccion por C.
frachomatis de forma infrauterina, en el embarazo tardio y por ruptura
prematura de membranas ha sido ampliomente descrito!213, Se ha observado
que la corioamnioitis es un hallazgo frecuente de prematurez, asi como la
insuficiencia respiratoria en neonatos prematuros y puede ser afribuido a
infecciones intrauterinas3. Aunque la colonizacién del recién nacido puede
ocurrir sin - manifestacion clinica, las dos mayores consecuencias de esta
adquisicion perinatal son la conjuntivitis denfro de las fres primeras semanas de
vida, que se desarrolla en el 20 a 60% de los colonizados, y la neumonia en el 3
a 18% de los casos, habitualmente manifestada entre las 2 semanas y los 4

meses de edad> 14,

Las chlamydias son definidas como bacterias intracelulares obligadas, que
poseen una pared celular parecida a la de las bacterias gramnegativas
conteniendo en la misma lipopolisacdridos y careciendo de peptidoglicanos y
son responsables de un espectro amplio de enfermedades en el ser humano!.
Se le conocen fres variantes bioldgicas de las cuales dos son responsables de
provocar enfermedades en seres humanos y una en ratones; gracias a los
avances en biologia molecular han observado diferentes serovariedades

mismas que de la D a la K se le han atribuido los diferentes tipos de infeccidn en



recién nacidos incluyendo la neumonia intersticial y la conjuntivitis?3.12,
Actualmente las chlamidias se han dividido en cuatro grupos; C. frachomatis,
C. psittaci, C. pneumoniae y C. pecorum. C. frachomatis es el agente causal
del tracoma la cual es una importante causa de ceguera y ofros efectos
aproximadamente en 500 millones de personas, principalmente en los paises
desarrollados. C. trachomatis ha sido reconocido como el agente patdégeno de
enfermedades como la uretritis no gonococcica, salpingitis, endocervicitis,
enfermedad pélvica inflamatoria, linfogranuloma venéreo, conjuntivitis de
inclusidon en neonatos, conjuntivitis folicular en los adultos, neumonia infantil y
ofras patologias asociadas. La Psittacosis es una infeccion sistémica causada
por C. psittaci, una zoonosis en la que su ciclo de vida natural ocurre en aves y
animales domésticos. C. pneumoniae es el agente etioldgico comun causante
de infecciones agudas de el tracto respiratorio y neumonia en ninos,
adolescentes y adultos, se asocia también con la enfermedad coronaria arterial

y aterosclerosis3.

El ciclo de desarrollo de las chlamydias es Unico, a pesar de que estas bacterias
pueden sintetizar la mayoria de sus infermediarios metabdlicos, C. trachomatis
es incapaz de hacer su propio ATP, por lo que tendrd que utilizar la energia de
una célula huésped a nivel infracelular para obtenerla, es por eso que también
este fipo de bacterias son denominadas pardsitos de la energia. Chlamydia
frachomatis posee dos formas la forma érgano primaria la cual es una forma
pequena (300 a 400 nandmetros), son esféricos, densos y es considerada como
la forma infecciosa de la clamidia. Posee una membrana rigida por la alta
presencia de puentes disulfuro lo que hace apreciarla por microscopia
electronica altamente reticulada misma que permite que sea resistente a las
duras condiciones ambientales, encontradas cuando esta fuera de las células
huésped eucariontes; asimismo le permite unirse a los receptores de las células

blanco e iniciar la infeccidén. C. trachomatis tiene tropismo por las células del
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epitelio columnar y los macréfagos. La forma érgano reficulada es una forma
no infecciosa y su lugar especifico es a nivel intfracelular, y es metabolicamente
activa, son cuerpos mas grandes que van entre los 700 a 1000 nanémetros de
didmetro y poseen una membrana mads fragil por carencia de puentes disulfuro.
Durante su forma érgano primario utiliza los cuerpos elementales de la bacteria
para unirse a los receptores de las células que son susceptibles y son
internalizadas por endocitosis o fagocitosis, proceso que puede durar 4 horas.
Dentro de la célula huésped la bacteria estd envuelta en un endosoma la cual
provoca que en primera instancia desarrolle su forma érgano reticulada y a su
vez evita que los lisosomas de la célula huésped se fusione con el endosoma
gue los contiene, evitando asi la muerte intracelular. C. trachomatis inicia la
activacion de su metabolismo sintentizando su propio DNA, RNA vy sus proteinas
utilizando la energia de la célula huésped; este proceso puede durar de 12 a 24
horas después de haber sido infroducidas a la célula. Su reproduccidn es por
fusion binaria, cada inclusion puede producir de 100 a 500 nuevas células y se
produce dentro de las 24 a 40 horas de haber sido introducidas. Finalmente, se
provoca lisis celular o utilizar la expulsion por endocitosis inversa y reiniciar el
ciclo de infeccion en ofras células; el ciclo completo de infeccion dentro de

una célula huésped puede durar hasta 48 horas3.16.17,

En 1975 Schachter y colaboradores® reportaron por primera vez un caso de
neumonia por chlamydia la cual se desarrollo poco tiempo después de haber
presentado conjuntivitis e inclusion al momento de nacer. Posteriormente ofros
investigadores subsecuentemente reportaron una relacion entre C. trachomatis
y neumonia infanfil'®1?. Las caracteristicas clinicas de una neumonia por C.
frachomatis en recién nacidos estdn bien documentadas, y en prematuros aun
no estd bien aclarada?. Los infantes infectados muestran sinftomas en los
primeros 4 a 11 semanas de haber nacido. Las infecciones respiratorias agudas

representan  una causa principal de morbilidad y mortalidad y de

11



hospitalizacion en ninos2!. En nuestro pais, las mismas representan la principal
causa de morbilidad en ninos menores de cinco anos en los Ultimos cinco

AN0S22.23,

Los signos y sinfomas caracteristicos incluyen tos productiva persistente, disneq,
taquipnea y abombamiento de la membrana timpdnica. La presencia de
taquipnea y tos productiva son en la mayoria de los casos precedida de por
rinorrea de 7 a 14 dias de duracion. Mds del 95% de los neonatos estan afebriles,

y aproximadamente el 50% de los pacientes tiene historial de conjuntivitis24.25.26,

Los datos de laboratorio reportados en la literatura son la presencia de
leucocitosis con eosinofilia (>300 cel/mL) elevacion de IgG en suero (>5.0 g/L) e
IgM (>1.10 g/L), hiperinsuflacion e infilirado difuso pulmonar son datos comunes
observados en los estudios de gabinete?!27.28 Existen otfros patdégenos como el
virus sincitial respiratorio, el citomegalovirus, Ureaplasma urealyticum, Bordetella
pertussis, pueden causar formas de neumonia y cuya presentacion clinica es
similar a la causada por C. trachomatis'421, Existen investigaciones serias en las
cuales se ha reportado que existen alteraciones inmunolégicas que pueden
contribuir al desarrollo de neumonia por chlamydia?. Los neonatos con
neumonia por C. frachomatis presentan a menudo hiperglobulinemia severa y
un incremento en el niUmero de linfocitos atipicos, los cuales en algunas
investigaciones sugieren comorbilidad con ofros patégenos??. Se observa una
hipersecrecion de IgG, IgM e IgA contfra C. trachomatis como en el caso de
linfogranuloma venéreo. La neumonia causada por C. frachomatis es una
enfermedad limitada la cual se presenta en los recién nacidos por debagjo de
los seis meses de edad?!2?, Se ha sugerido que la infeccion por C. trachomatis
en mujeres embarazadas puede estar relacionada a labor prematura a muerte

perinatal3!,
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El diagndstico definitivo se confirma al aislar el microorganismo en cultivo fisular
y por amplificacion de dcidos nucleicos, en circunstancias selectivass$2.33, Las
especies de Chlamydias son intracelulares obligadas, por lo que las muestras
para el cultivo deben incluir células epiteliales y no sélo exudado. Los métodos
de amplificacion de dcido nucleico (NAAT nucleic acid amplifications tests)
como las reacciones de cadena de polimerasa y cadena de ligasa enfre ofras,
son mds sensibles que el cultivo celular, la sonda de DNA, los métodos de
anticuerpos fluorescentes directos (DFA direct fluorescent antibody) o los
inmunoandlisis enzimaticos (EIA enzyme immunoassays), tienen especificidad

variables.343536,

La prueba de microinmunofluorescencia (MIF) fue desarrollado a principios de
los anos setenta para el empleo en la investigacion seroepidemioldgica sobre
infecciones por C. frachomatis. MIF es sumamente confiable para descubrir la
previa exposicion a Chlamydia frachomatis por la presencia de
inmunoglobulina G e Inmunoglobulina A (IgG e IgA)1¢3, La presencia de
antficuerpos anti-C. trachomatis 1gG, segun el nivel de fitulos y su cinética,
puede ser indicativa de una infeccion pasada de Chlamydia o de la fase
activa en infecciones agudas, cronicas y recurrentes de Chlamydia33538, Los
anticuerpos IgA anti-C. trachomatis indican el estado activo en las infecciones
chlamydiales agudas, cronicas y recurrentes. Estos confirman los resultados
positivos de IgG anti-C. trachomatis y pueden ayudar en las evaluaciones de
seguimiento de tratamientos con antibidticos. Ademds, los estudios clinicos
sugieren un alto grado de correlacion entre el nivel de IgA antichlamydial y la
presencia real de antigenos chlamydiales. La MIF ha sido comparada con
diferentes técnicas. Se calcularon las caracteristicas del ensayo, encontrdndose
los siguientes resultados: Especificidad de 96%, con una sensibilidad de 97.5% en
comparaciéon con andlisis inmunoldégicos enzimdticos e inmunoperoxidasa

indirecta para deteccién de anticuerpos anti-C. trachomatis IgA3?. Chun-Jen C.
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y colaboradores® han comparado el estdndar de oro de cultivo de aislamiento
en fejido para pacientes con neumonia por C. frachomatis y métodos
inmunoldgicos para la deteccidon de anticuerpos séricos mostrando que
pueden ser una opcidon confiable y de bajo costo para el diagnostico de
neumonia intersticial por C. frachomatis; asi mismo han mostrado que la
deteccidén de anticuerpos contra C. trachomatis es una herramienta Util para
detectar enfermedades de tipo sistémico como lo es la neumonia intersticial en

recién nacidos40.
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JUSTIFICACION

En muchos paises en vias de desarrollo incluyendo México, es desconocida la
frecuencia de neumonia intersticial por Chlamydia trachomatis en recién
nacidos prematuros, siendo una de sus causas el alto costo y la demanda que
genera su aislamiento e identificacion para el diagndstico. Tomando en
consideracion que en paises del primer mundo su frecuencia se encuentra
entre el 10 y 12% de las mujeres embarazadas y el riesgo de transmision al
producto es hasta del 18% para la formacidn de neumonia intersticial con
consecuencias fatales. Esto nos permite estimar una frecuencia mayor en paises
subdesarrollados. En el servicio de UCIN se presenta con mucha frecuencia un
nUmero no determinado de neumonias sin respuesta a antibidticos teniendo
que sospechar de diversos agentes causales entre ellos a Chlamydia
frachomatis. El presente estudio tuvo como objetivo determinar la frecuencia
de neumonias intersticiales causadas por Chlamydia trachomatis, a través de la
prueba inmunoenzimdtica indirecta de fase sdlida que junto con el cuadro
clinico de los casos permitieron identificar de una manera mas factible a este
agente causal y por consiguiente conocer su frecuencia, y con ello realizar un

diagnostico oportuno y un manejo adecuado del paciente.

PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA
2Cudl es la frecuencia de neumonia intersticial causada por Chlamydia

trachomatis en recién nacidos prematuros en el Hospital de Ginecologia No. 3

Centro Médico Nacional “La Raza"2
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OBJETIVO GENERAL

Conocer la frecuencia de neumonia causada por Chlamydia trachomatis en
recién nacidos prematuros por medio de prueba inmunoenzimdtica indirecta
de fase solida en el Hospital de Ginecologia No. 3 Centro Médico Nacional “La

Raza".

OBJETIVOS PARTICULARES

1. Identificar posibles factores de riesgo para este tipo poblacion pedidtrica,
asociados a infeccion por Chlamydia trachomatis.

2. Conocer el comportamiento clinico de los pacientes recién nacidos
prematuros con neumonia por Chlamydia trachomatis.

3. Documentar complicaciones durante el embarazo y en el frabajo de parto.

16



MATERIAL Y METODOS

La siguiente investigacion se realizdé en la UMAE Hospital de Ginecologia No. 3
del Centro Médico Nacional “La Raza”, la cual ofrece atencion médica de
tercer nivel, teniendo drea de influencia sobre la poblacién derechohabiente
de la zona norte del drea metropolitana y es centro de referencia para las
unidades médicas del estado de Hidalgo y Querétaro. Nuestras instalaciones
cuentan con la infraestructura necesaria para la obtencidon y el procesamiento
de las muestras y con el personal altamente calificado y especializado para la

readlizacion de este estudio.

TIPO DE ESTUDIO

Observacional, prospectivo, tfransversal y descriptivo.

CRITERIOS DE SELECCION

Criterios de Inclusién

Los sujetos de investigacion se seleccionaron de acuerdo a las siguientes:

e Pacientes de ambos géneros.

e Recién Nacidos prematuros o cuyo nacimiento se efectud entre las 28 y 36
semanas de gestacion.

e Pacientes que presentaron historial y examen fisico sugestivos de
enfermedad del tracto respiratorio superior y/o inferior (bronquiolitis,
bronconeumonia, neumonia).

e Pacientes con sinfomas respiratorios sugestivos de infeccion por Chlamydia
frachomatis.

e Pacientes que no contaron con historial de enfermedad pulmonar causada
por neumonia lobar, empiema pleural, aspiracion, displasia boncopulmonar
o enfermedad cardiaca.

e Pacientes que contaron con radiografia de térax la cual mostraba imagenes
sugestivas de infiltfracion pulmonar.
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e Pacientes que conftaban con muestra sanguinea suficiente para su
procesamiento y que estas se enconfraron en optimas condiciones para el
mismo fin.

e Pacientes que no recibieron fratamiento con eritfromicina, doxiciclina y/o
azitromicina.

e Pacientes con firma de consentimiento informado.

Criterios de Exclusion

Los siguientes puntos definen las causas de exclusion de la poblacién estudiada:

e Paciente que presentaron otras causas de sinfomas respiratorios como
neumonia lobar, empiema pleural, aspiracion, displasia boncopulmonar o
enfermedad cardiaca.

e Pacientes que recibieron fratamiento antibidtico para Chlamydia
frachomatis.

e Pacientes con historial de tratamiento antibidtico de dos semanas previo a

su admision.

Criterios de Eliminacién
Los pacientes fueron eliminados del estudio si presentaron los siguientes:

e Muestrainadecuada para su estudio.

DEFINICION DE LAS VARIABLES

Neumonia sugestiva por Chlamydia trachomatis

Definicién conceptual: Enfermedad infecciosa e inflamatoria que consiste en la
afectacion de los espacios alveolares de los pulmones a nivel intersticial, que se
presenta en recién nacidos o prematuros y es originada sugestivamente por
Chlamydia trachomatis.

Definiciéon operacional: Pacientes recién nacidos prematuros que cursan con
manifestaciones clinicas como rinorrea, tos seca o productiva, taquipneaq,

disnea y/o historial de conjuntivitis; con manifestaciones radioldgicas
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compatibles a infilirado intersticial bilateral y simétrico, mismas que pueden
presentarse desde el momento del parto hasta los seis meses de vida
extrauterina.

Tipo de variable: Cualitativa

Escala de Medicién: Nominal

Frecuencia de Chlamydia trachomatis como agente etiolégico

Definiciéon conceptual: Proporcion de recién nacidos prematuros con neumonia
intersticial, con deteccion seroldgica positiva para anticuerpos anti-Chlamydia
frachomatis de tipo IgA.

Definiciéon operacional: Proporcidon de pacientes recién nacidos prematuros a
quienes se les realizd deteccion seroldgica de anticuerpos contra Chlamydia
trachomatis de tipo IgA por prueba inmunoenzimdtica indirecta de fase sélida.
Tipo de variable: Cualitativa.

Escala de medicién: Nominal Dicotdémica: Positivo o Negativo

TAMANO DE MUESTRA
Todos los pacientes que reunieron los criterios de inclusion en el periodo de
tiempo comprendido entre el Olde febrero al 31 de junio del 2010. Para el

andlisis de datos se ufilizd estadistica descriptiva.
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ASPECTOS ETICOS

El presente estudio no interfirid en ningun momento con la salud de la poblacion
participante, a todos los padres o tutores se les informd de manera amplia y
clara en qué consistio la participacion asegurando la confidencialidad, ademds
de que los procedimientos estdn de acuerdo a las normas éticas, segun el
Reglamento de la Ley General de Salud en Materia de Investigacion para la
Salud y con la declaracion de Helsinki y sus enmiendas con el cédigo de
NUremberg y el informe de Belmont, se anexa carta de consentimiento

informado.

RECURSOS, FINANCIAMIENTO Y FACTIBILIDAD

Se cuenta con la infraestructura necesaria para la obtencién de la muestra y el
procesamiento en cada uno de los centros participantes, contamos con
instalaciones apropiadas para el andlisis de cada una de las muestras, junto
con el personal apropiado para el desarrollo de esta investigacion, contando
con un perfil altamente calificado para la obtencidon, separacion, conservacion

y procesamiento de las muestras.
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CRONOGRAMA DE ACTIVIDADES

a)

o)

f)

g)

h)

Durante los meses de septiembre y octubre del 2009 se delimitd el tema a
estudiar.

La recuperacion, revision y seleccion de la bibliografia se realizé desde
noviembre del 2009 y permanecié de forma continua hasta septiembre de
2010 como parte de la actualizacidon y fundamentacion cientifica del
protocolo de investigacion.

La elaboracion del protocolo se realizd durante el mes de noviembre del
2009 a marzo de 2010.

La revision del protocolo se llevé a cabo en mayo del 2010 y su registro por
medio del Comité de Investigacion Cientifica se efectud el 21 de Mayo del
2010.

La cotizacidon de insumos y reactivos se realizd durante los meses de enero a
marzo del 2010, con disposicion de los mismos en los meses de febrero a
marzo del 2010.

La recoleccion de las muestras se realizd una vez aprobado el protocolo de
investigacion por medio del Comité de Investigacion Cientifica en los meses
de febrero a junio del 2010.

El procesamiento y estudio de las muestras se realizd entre los meses de
febrero a junio del 2010.

El andlisis de los resultados, asi como su discusidon y las conclusiones de la
investigacion se efectud en el mes de Julio del 2010.

La impresion de la tesis y su publicacion se llevo a cabo en el mes de julio del
2010.
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DESCRIPCION GENERAL DEL ESTUDIO

Se incluyeron todos los recién nacidos prematuros que ftenian sospecha
clinica de neumonia por Chlamydia frachomatis del 01 de Febrero al 31 de
Junio del 2010, en la Unidad de Cuidados Intensivos Neonatales. Se les
tomo6 una muestra de sangre de 0.5 ml la cual fue centrifugada de 3 500 a
4 000 rom para obtener el suero, mismos que fueron preservados a una
temperatura de 2 a 8°C hasta completar el nUmero de muestras requeridas
(10 muestras) por corrida, todo esto previa firma de carta de
consentimiento informado. Posteriormente se procedid a realizar la prueba
inmunoenzimdtica indirecta de fase sélida para deteccidon de anticuerpos
de ftipo IgA anti-Chlamydia trachomatis en el laboratorio clinico, con
apego a las indicaciones del fabricante incluyendo controles positivos y
negativos. Ademads se realizé una entrevista a la madre para la busqueda
de posibles factores de riesgo durante el embarazo y el parto. Los
resultados fueron reportados al médico y se concentraron en la hoja de
recoleccion de datos (anexo 3) para su andlisis respectivo a fravés de

estadistica descripfiva.
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RESULTADOS

Durante el periodo comprendido del 01 de febrero al 31 de junio del 2010,
se reunieron 20 muestras de pacientes que provenian de la Unidad de
Cuidados Intensivos Neonatales de este Hospital y que cumplieron con los
criterios de inclusion para la realizaciéon del estudio. Las muestras se
estudiaron por medio de prueba inmunoenzimdtica indirecta de fase sélida
para deteccion de anticuerpos de tipo IgA anti-Chlamydia trachomatis
segun las especificaciones del fabricante. Del total de pruebas realizadas
el 100% de las muestras presentd un resultado no reactivo para deteccion

de anticuerpos de tipo IgA anti-Chlamydia trachomatis.

Al analizar a la poblacidon de recién nacidos prematuros con sospecha
clinica de neumonia intersticial por Chlamydia trachomatis se observd que
tenian un promedio de vida exirauterina de 12.65 dias, con un peso
promedio de 1 174.5 gramos, una talla promedio de 37.15 centimetros y un
promedio de 30.25 semanas de gestacion al momento de nacer (ver

cuadro 1).

CUADRO 1

Caracteristicas generales de los 20 pacientes recién nacidos prematuros
con sospecha clinica de neumonia intersticial por Chlamydia trachomatis.

Promedio
Dias de Vida exfrauterina 12.65 (4-55)
Peso al nacer (g) 1174.5 (800-1950)
Talla al nacer (cm) 37.15 (32-39)
Semanas de Gestacion al Nacer 30.25 (28-35)
Producto de la Gesta 2 (1-4)
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Asi mismo se pudieron analizar algunos antecedentes prenatales y
perinatales de las madres de los 20 pacientes, de las cuales se observd que
tenian una edad promedio de 28 anos, aungque todas mencionaron que
llevaron atencion prenatal durante el embarazo el 60% de ellas presentd
complicaciones durante el mismo, siendo las mas frecuentes la
preeclamsia severa al final del periodo gestacional, presentdndose esta en
cinco casos, y los embarazos gemelares en cuatro de los casos, sin dejar a
un lado la presencia de infecciones de vias urinarias en el primer trimestre
de gestacion en tres de ellos. La causa mds frecuente de complicacion
perinatal fue la presencia de ruptura prematura de membranas con diez
casos, teniendo un promedio de 44 horas de evolucidon antes de
efectuarse la cesdrea, seguido de la presencia de oligohidramnios o en su
defecto la ausencia de liquido amnidtico observado en fres casos y la
amenaza de parto pretérmino en dos de ellos. Se encontfraron dos casos
de corioamnioitis y dos de hipertermia uterina como hallazgos clinicos

durante la cesdarea (ver cuadro 2).
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CUADRO 2

Antecedentes Prenatales y perinatales de las madres de los 20 pacientes
recién nacidos prematuros con sospecha clinica de neumonia intersticial
por Chlamydia trachomatis.

Edad de la madre (anos) 28.45 (24-38)
Atencion prenatal Si= 100%
Complicaciones durante embarazo Si= 60%, No= 40%

Preeclamsia Severa
Embarazo Gemelar

IVU ler. Trimestre

w W M~ O

Hipertension Arterial Sistémica

—_

Diabetes Gestacional
Sindrome de Hellp 1
Oftros 3

Complicaciones Durante la cesdrea

Ruptura prematura de membranas 10

- Promedio en horas de la RPM 44 (6-96)
Oligohidramnios/Lig. Amniotico nulo 3
Amenaza de Parto Pretermino 2

Hallazgos clinicos durante la cesdrea
Corioamnioitis 2

Hipertermia Uterina 2

Las manifestaciones clinicas observadas en los recién nacidos prematuros
fueron la presencia de febricula o en su defecto los pacientes se
comportaban afebriles, ninguno de los pacientes presento historial de

conjuntivitis. Nuestra poblaciéon sujeta a estudio presento tos productiva,
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taquipneaq, disnea, cianosis en todos los casos, asi como la presencia de
leucocitosis en sus estudios clinicos, el 90% de ellos contaba con una
radiografia de térax la cual mostraba infiltrado intersticial bilateral sugestivo
de neumonia, mientras que el 10% restante aun no contaba con la misma.
No se observo en ninguno de los casos la presencia de eosinofilia > 300/mm3

(ver cuadro 3).

CUADRO 3

Manifestaciones Clinicas presentes en los 20 pacientes recién nacidos
prematuros con sospecha clinica de neumonia intersticial
por Chlamydia trachomaitis.

Manifestaciones Clinicas

Temperatura (° C) 36.79 (36.4-37.2)
Historial de conjuntivitis No=100%
Tos productiva Si= 100%
Taquipnea Si= 100%
Disnea Si=100%
Cianosis Si=100%
Rx Torax infiltrado intersticial bilateral Si=90% No=10%
Eosinofilia >300/mms3 No=100%
Leucocitosis Si=100%
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DISCUSION

La presencia de infecciones por Chlamydia trachomatis en aquellos
productos a término o prematuros que nacieron por cesdrea forman parte
de un conjunto de patologias que se han presentado y reportado
ampliamente a fravés de la literatura médica2041, Sin embargo la
deteccion de estos estados morbidos en este grupo de pacientes tan
selectivo no es facil tanto del punto de vista clinico como diagndstico. El
hecho de que en nuestro estudio no se haya detectado pacientes con
neumonia intersticial serolégicamente positivos para C. trachomatis puede
deberse a diversos factores que se han podido observar en la literatura y
que incluso son dificiles de predecir antes o durante la investigacion,
siendo su mayor peso el tipo de variables que se manejan y que fueron

utilizadas en nuestro estudio4 18, 20, 41,

La primer variable es sin duda la presencia de neumonia intersticial por C.
frachomatis en recién nacidos prematuros, en el cual es importante resaltar
que este es un grupo de estudio sumamente selectivo y mas tratdndose de
una poblacion situada en un hospital de tercer nivel de atencion, o que
implica que para determinar su frecuencia real de esta variable deben
estar implicadas mas unidades medicas, para una cenfralizacion de casos
y por consiguiente un mejor tamano de muestra, sin embargo aunque
parezca una solucion facil, no lo es porque implica compromiso por cada
uno de los responsables de las unidades participantes, asi mismo se incluye
un tiempo de investigacion prolongado para conseguir el objetivo y un
mayor recurso econdmico. Desde el punto de vista clinico es importante
mencionar que es una enfidad que no cuenta con sinfomas o signos
patognomonicos por lo que su sospecha se hace por exclusion, lo que

hace que el tiempo repercuta en la calidad de la muestra y por ende se
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vean afectados los resultados al momento de su andlisis aumentando asi la

presencia de falsos negativos en los casos ¢ 18,

La segunda variable que es la frecuencia de Chlamydia trachomatis como
agente etiolégico es aun mds complicada, ya que al ser un
microorganismo intracelular obligado es sumamente costoso ufilizar el
estandar de oro que es el cultivo celular para su deteccion. Lo que orilla a
muchas investigaciones incluyendo la nuestra a utilizar alternativas como el
uso de métodos inmunoldgicos para su deteccion indirecta, y que dada su
especificidad y sensibilidad entre el 80 y el 95% como promedio en la
mayoria de estos, implica un incremento que puede ser significativo para
la presencia de casos falsos hegativos y en menor medida falsos positivos.
Es importante mencionar que la mayoria de estas metodologias no
cuentan con suficientes estudios que avalen su desempeno y confiabilidad
para ser utilizados, por lo que abre una linea de investigacion para su

valoracion.

Dentro de los factores de riesgo observados se encuentra que ninguna de
las madres de los pacientes contaba con antecedentes de infecciones
vaginales, sin embargo la presencia de infecciones urinarias, el embarazo
gemelar y la preeclamsia fueron los puntos mds observados durante el
embarazo. Es importante resaltar que la presencia de ruptura prematura
de membranas fue un factor perinatal presente en la mitad de las madres
de los pacientes, ya que muchos autores han relacionado la ruptura
prematura de membranas con infeccidon por Chlamydia trachomatis 20. 2¢.
41, Las manifestaciones clinicas presentadas en nuestra poblacion de
estudio son similares a las observadas en pacientes con neumonia

intersticial por Chlamydia trachomatis en recién nacidos de término4.15.20.35,
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Finaimente es considerable explicar que resulta un tema novedoso a
investigar, ya que al ser un problema ampliamente documentado en la
literatura médica y que aun no se ha determinado la frecuencia real de
neumonia intersticial por C. frachomatis a nivel mundial en este fipo de
poblacidon sumamente selecto, por ello es un desafio para nosotros como
investigadores el dilucidarla teniendo en mente que debemos encarar
estas variables que hasta la fecha son completamente dificiles de
controlar en conjunto, tanto desde el punto de vista econdmico, técnico y

humano al implicar compromiso.
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CONCLUSIONES

Aun cuando los resultados de todos los casos resulto negativo para
deteccion de anticuerpos de tipo IgA para Chlamydia trachomatis no
implica de que esta enfidad no se encuentre presente en nuestro medio

como agente causal de neumonia en el recién nacidos prematuro.

Es de importancia mencionar que es dificil abordar metodolégicamente
estas dos grandes variables, dadas en primera instancia por el tipo de
poblacidon tan selectiva la cual amerita un aumento en el tamano de
muestra e incluir un grupo control con recién nacidos a término vy
probablemente una captacidén multicéntrica de los casos y obtener su

frecuencia real.

El tipo de metodologias propuesto para determinar su frecuencia es crucial
para este grupo de poblacion de caracteristicas Unicas, por lo que nuestra
poblacion requirid que cada uno de ellos se confirmara si realmente eran
negativos, ya que un factor muy importante que pudo influir es en primera
instancia que el diagnostico de neumonia por Chlamydia trachomatis se
hace por exclusion, lo que hace que el tiempo para la obtencidn de la
muestra y su estudio influya sustancialmente en la deteccion vy titulacion en
suero de anticuerpos de tipo IgA confra el agente etioldgico. Lo que nos
conduce a su vez a ufilizar ofro fipo de metodologias mas sensibles vy
especificas para confirmar que los casos hayan sido verdaderamente

negativos.
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EXPECTATIVAS

Nosotros como investigadores proponemos que para encontrar la
frecuencia real de neumonia intersticial por Chlamydia trachomatis

proponemos:

1. Aumentar el tamano de muestra a través de la centralizacidon de casos

en un estudio multicéntrico.
2. Incluir determinacion de IgG anti-C. frachomatis para confirmar que los
casos sean realmente negativos o en su defecto usar una metodologia

alterna de mayor sensibilidad y especificidad.

3. Incluir un grupo control como pacientes con neumonia intersticial por

Chlamydia trachomatis en recién nacido a término.

4. Obtencidon de muestras de alta calidad a través de la obtencidon de las

mismas en el momento de sospecha clinica de neumonia intersticial.
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ANEXO 1
CARTA DE CONSENTIMIENTO INFORMADO
NO. CONSECUTIVO

México DF. a de del 2010.

Por medio de la presente y en pleno uso de mis facultades:

Doy mi CONSENTIMIENTO, para que mi hijo(a) participe en el protocolo de investigacion
titulado: Frecuencia de neumonia intersticial por Chlamydia trachomatis en recién
nacidos prematuros en el Hospital de Ginecologia no. 3 del Centro Médico Nacional “La

Raza”. Registrado ante el comité local de investigacién con el numero R-2010-3504-17. El

cual se realizara en la Unidad de Cuidados Intensivos Neonatales y en el Laboratorio
Clinico. La Dra. Guadalupe Carrillo M y/o el Dr. Jesis Manuel Montiel Ramirez me han
explicado que el objetivo del estudio es: Conocer la frecuencia de neumonia causada por
Chlamydia trachomatis en recién nacidos. Se me ha explicado que la participacion consistira
en permitir que ha mi hijo(a) se le tome una muestra de sangre de 0.5 ml, a la cual le van a
realizar las pruebas necesarias para identificar la chlamydia. La informacion que se obtenga
de la participacion de mi hijo(a) serda manejada de manera confidencial, el estudio no tiene
costo alguno, y no interferira con el tratamiento. Todos los riesgos se me explicaron:
enrojecimiento y posibles moretes en el sitio de la puncién sin embargo los procedimientos
seran realizados por personal capacitado. El beneficio que puedo obtener es saber si mi
hijo(a) tiene la enfermedad y reciba tratamiento dirigido. Mi participacion es enteramente
voluntaria, se respetara mi decisién de participar o no en el estudio, sin que por ello se me

niegue el servicio o se me condicione.

Nombre y firma del Padre/tutor Nombre y firma del Médico

Testigo Testigo

Dra. Gpe. Carrillo M.. Tel: 57245900 ext. 23686.
Dr. Jests Manuel Montiel R. Tel: 5537356161 y 557898652.
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ANEXO 2
MATERIAL Y METODOS

El ImmunoComb Chlamydia trachomatis IgA son pruebas rdpidas para la
determinacién cualitativa de anticuerpos IgA anti-Chlamydia trachomatis
respectivamente en el suero o plasma humano, consisten en una prueba
inmunoenzimdtica indirecta de fase sdlida (EIA). La fase sdlida es un Peine
con 12 proyecciones o ‘“dientes” las cuales estan sensibilizados en dos
dreas reactivas: a) un punto superior que contiene anficuerpos de cabra
contra IgA humana y que sirve como control interno y b) un punto inferior
el cual contiene antigenos activados de C. trachomatis. La prueba
confiene una Bandeja de Desarrollo donde se llevaran a cabo las
reacciones enzimaticas, misma que estd compuesta de 6 filas ordenadas
de laletra A alaletra F de doce pocillos cada una. Cada fila contiene una
contiene una solucion reactiva lista para ser usada en cada etapa del
ensayo. La prueba es realizada en etapas, pasando el Peine de una fila a
otra, con un periodo de incubacion en cada etapa.

Manejo de las Muestras

La prueba se puede readlizar con suero o plasma humano, mismas que
pueden ser almacenadas por 7 dias a temperatura de 2° a 8° C antes de
la prueba. Para almacenar las muestras por mds de 7 dias, se pueden
congelar a -20°C o a temperaturas mds bajas. Todas las muestras deben
centrifugarse a 10 000 rpm, por 5 minutos a temperatura ambiente. Si se
forma una capa de lipidos en la superficie, se debe asegurar de tomar la
muestra de liquido claro debajo de la capa. Se debe evitar congelar y
descongelar repetidamente.

Los anficoagulantes como heparina, EDTA vy citrato sédico no han
mostrado tener efecto sobre los resultados del test.

Materiales
1. Pipetas de precision con puntas desechables y capacidad de 25ul.
2. Tijeras.
3. Crondmetro de laboratorio o reloj.
Se deben de poner todos los reactivos y las muestras a temperatura
ambiente y realice la prueba a temperatura ambiente (22-26° C).
Preparacion de la Bandeja de Desarrollo
1. Incubar la Bandeja de Desarrollo en una incubadora a 37°C durante
20 minutos; o deje a temperatura ambiente (22-26°C) durante 3
horas. Lleve todos los otros componentes (Peine, conftroles vy
muestras) a temperatura ambiente.
2. Cubrir lo mesa de trabagjo con papel absorbente, para ser
desechado como desecho biocontaminante al concluir la prueba.
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Mezclar los reactivos sacudiendo la Bandeja de Desarrollo.

Es importante no retirar por completo la cubierta de aluminio de la
Bandeja de Desarrollo; solo se rompe utilizando la punta desechable
de la pipeta o el perforador.

Cada Bandeja de Desarrollo estdn cubiertas con papel de aluminio, Esta
contiene todos los reactivos necesarios para realizar la prueba. La Bandeja
de Desarrollo consiste en seis filas (A-F) de doce pocillos cada una. Los
contenidos en cada fila son los siguientes:

Fila A: Diluyente de la Prueba.

Fila B: Solucion de lavado.

Filao C: Anticuerpos de cabra anti-IgA humano marcados con fosfatasa
alcalina.

Fila D: Solucién de lavado.

Fila E: Soluciéon de lavado.

Solucién de sustrato cromogénico conteniendo 5-bromo-4-cloro-3-indolil
fosfato (BCIP) y nifro azul tetrazolio (NBT).

»w

Realizacién de la Prueba
Reaccion antigeno-anticuerpo (Fila A de la Bandeja de Desarrollo)

1. Tomar 25ul de la muestra con la pipeta. Perfore con la punta de la
pipeta o el perforador la cubierta de papel de aluminio de un pocillo
en la fla A de la Bandeja de Desarrollo y vierta la muestra en el
fondo del pocillo. Mezcle vaciando y rellenando repetidamente la
solucion con la pipeta. Deseche la punta de la pipeta.

2. Se repetird el paso anterior en cada una de las muestras, incluyendo
un conftrol positivo y uno negativo provistos en el kit, usando un
nuevo pocillo y una nueva punta por cada muestra o control.

3. Se insertard el Peine (con el lado impreso en posicion ventral) en los
pocillos de la fila A que contienen las muestras y los confroles.

4. Se dejard el Peine en la fila A durante exactamente 40 minutos. Se
activard el crondmetro. Terminando los 40 minutos se perforara el
papel aluminio en la fila B usando el perforador.

5. Al cumplirse los 40 minutos, se sacara el Peine de la fila A. Se deberd
de absorber el liguido adherido a las puntas de los dientes
apoydndolos sobre un papel absorbente limpio, sin tocar la
superficie frontal del diente.

Primer Lavado (Fila B)

6. Se insertard el Peine en los pocillos de la fila B, se agitard de la
siguiente forma: se insertara y retirara de manera vigorosa el Peine
en los pocillos durante al menos 10 segundos para que quede bien
lavado. Se repetird el lavado varias veces agitando en el franscurso
de 2 minutos; mientras tanto, se perforard el papel aluminio de la fila
C. Después de dos minutos, se refirard el peine y se absorberd el
liguido adherido como en el paso 5.
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Union del Conjugado (Fila C)

7. Se insertard el Peine en los pocillos de la fila C y se mezclard como en
el paso anterior y enseguida se programard el crondmetro para 20
minutos. Se perforard el papel aluminio de la fila D. Después de
haber franscurrido los 20 minutos, se refirara el Peine y se absorberd
el liguido adherido.

Segundo lavado (Fila D)

8. Se insertard el Peine en los pocillos de la fila D y se agitardn como en
el paso 6. Se mantendrd 2 minutos en incubaciéon. Mientras termina
la incubacion, se perforard el papel aluminio de la fila E y una vez
transcurrido el tiempo de incubacidén en la fila D se retirard el Peine y
se absorberd el liquido adherido.

Tercer Lavado (Fila E)

9. Se insertard el Peine en los pocillos de la fila E, se agitara como en el
paso 6 y se incubard durante 2 minutos, mientfras tanto se perforard
el papel aluminio de la fila F, y después del tiempo franscurrido, se
retirard el Peine y s le absorberd el liquido adherido.

Reaccion de Color (Fila F)

10.Se insertard el Peine en los pocillos de la fila F. Se mezclard y se
programard el crondmetro para 10 minutos, y al cumplir el tiempo se
retirard el peine.

Deteccion de la Reaccion (Fila E)

11.Se insertard de nuevo el Peine en la fila E durante un minuto y una

vez cumplido el plazo se dejard secar al aire.

Validacién de la prueba
A fin de confirmar el funcionamiento correcto de la prueba de demostrar
que los resultados son vdlidos, deberdn de cumplir las siguientes tres
condiciones:
a) El Control Positivo debe producir dos puntos en el diente del Peine.
b) El Control Negativo debe producir un punto superior (Control interno)
y no ofros puntos. El punto inferior y medio no aparecen o aparecen
tenuemente, sin afectar la interpretacidon de los resultados.
c) Cada muestra analizada debe producir un punto superior (Conftrol
interno).
Sin la presencia de cualquiera de estas condiciones, los resultados de la
prueba no se tomardn como vdlidos y las muestras y controles deben ser
nuevamente procesados.

Interpretacion de los Resultados

Como ya se menciono antferiormente la prueba se basa en una
determinacién cualitativa, para ello se comparardn la intensidad del punto
inferior de cada diente de muestra con la del punto inferior del diente del
control positivo.
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Si se encuentra un punto de intensidad mayor que o igual al del control
positivo es considerado un resultado positivo, (titulo ImmunoComb > 1:8),
indicando una infeccidon chlamydial activa. La ausencia de puntos, o la
presencia de un punto con una intensidad menor que la del control
positivo son consideradas como un resultado negativo.
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HOJA DE RECOLECCION DE DATOS
No. Progresivo:_____

1. Datos del paciente.

Nombre del paciente: NSS: Fecha:

Peso: Talla: Diagndsticos: | Semanas de Gestacion:

2. Antecedentes prenatales.

Complicaciones durante el embarazo:

Atencién prenatal:  SI NO

Descripcion y complicaciones durante el parto: Medicamentos utilizados durante el embarazo:

3. Manifestaciones Clinicas del recién Nacido.

Sintomas | NO Signos S NO
Fiebre: °C Infiltrado intersticial por Rx
Historial de conjuntivitis Eosinofilia > 300/mm3

Rinorrea Leucocitosis

Tos Productiva Determinacién de anticuerpos IgA anti-C. trachomatis
Taquipnea
Disnea
Cianosis
Otros datos encontrados:
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