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Resumen

Introduccidn: La transmisién vertical de Chlamydia
trachomatis se presenta del 60% -70% en los hijos
de madres infectadas y el riesgo de adquirir
conjuntivitis por Chlamydia trachomatis en estos
neonatos varia entre el 18% al 70%. Objetivo:
detectar la Chlamydia trachomatis por medio de
gPCR (Reaccion en Cadena de la Polimerasa por
Tiempo Real) en los sacos conjuntivales en recién
nacidos por parto normal. Métodos: Se realizé un
estudio no experimental, transversal, analizando
muestras procedentes de 178 nifios nacidos vivos,
en el Hospital Gineco-obstétrico Isidro Ayora, se
determind la presencia de Chlamydia trachomatis en
muestras de saco conjuntival, por medio de la
reaccion en cadena de la polimerasa los laboratorios
de Biologia Molecular de la Pontificia Universidad
Catdlica del Ecuador. Resultados: la edad
gestacional de los neonatos mas frecuente es a
término 75.29% que corresponde a 124 pacientes,
resultados positivos para Chlamydia trachomatis por
gPCR fueron 19 que corresponde al 10.7% y los
resultados negativos 159 que corresponde al 89.3%
de pacientes, el grupo de edad materna de los
neonatos con resultados positivos para Chlamydia
trachomatis por qPCR, mas frecuente es el de 14 -
19 afios con 31.5%. Conclusiones: La conjuntivitis
neonatal por Chlamydia trachomatis es una entidad
de subdiagndsticada, que no responde al
tratamiento con antibidticos topicos habituales,
donde la amplificacién de acidos nucleicos por
medio de la gPCR ha sido un importante avance en
el diagnéstico, debido a que la amplificaciéon es
extremadamente sensible (capaz de detectar una
sola copia gendomica) y altamente especifica,
inclusive en pacientes asintomaticos.
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Abstract

Introduction: The vertical transmission of
Chlamydia trachomatis occurs in 60% -70% in the
children of infected mothers and the risk of
contracting Chlamydia trachomatis conjunctivitis in
these affected neonates between 18% and 70%.
Objective: to detect Chlamydia trachomatis by
means of gPCR (Real Time Polymerase Chain
Reaction) in the conjunctival sacs in newborns by
normal delivery. Methods: A non-experimental,
cross-sectional study was carried out, analyzing
analyzed samples of 178 live-born children, at the
Gyneco-obstetric Hospital Isidro Ayora, the
presence of Chlamydia trachomatis in conjunctival
sac samples was determined by means of the chain
reaction of polymerase molecular biology
laboratories of the Pontifical Catholic University of
Ecuador. Results: the most frequent gestational age
of the neonates is at term 75.29% corresponding to
124 patients, positive results for Chlamydia
trachomatis by qPCR were 19 corresponding to
10.7% and negative results 159 corresponding to
89.3% of patients, the group of maternal age of
neonates with positive results for Chlamydia
trachomatis by gqPCR, more frequent is that of 14-19
years with 31.5%. Conclusions: Chlamydia
trachomatis  neonatal  conjunctivitis is an
underdiagnosed entity, which does not respond to
treatment with usual topical antibiotics, where
nucleic acid amplification by means of gPCR has
been an important advance in diagnosis, due to
extremely sensitive amplification. (capable of
detecting a single genomic copy) and highly specific,
including in asymptomatic patients
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Introduccion

Chlamydia trachomatis es una bacteria Gram negativa
aerobia, no moévil patégeno del humano, y parasito
obligatorio intracelular de las células eucariotas,
pertenece al Orden Chlamydial, Familia Chlamydiaceae,
una caracteristica distintiva de las Chlamydias es
presentar un ciclo biolégico diferente al de todas las
bacterias. El ciclo inicia con el Cuerpo Elemental (CE) o
particula extracelular que es la parte infecciosa vy
metabdlicamente inactiva, mide 0.2 a 0.4 ym, al cabo de
2 a 3 horas el CE se diferencia en Cuerpo Reticular (CR)
o intracelular, metabodlicamente  activo, mide
aproximadamente 1.0 ym. Chlamydia trachomatis, es el
patégeno bacteriano que prevalece en las Infecciones
de Transmision Sexual (ITS) a nivel mundial, los datos
reportados por el Center for Disease Control and
Prevention (CDC) establecen que se producen 3
millones de infecciones nuevas cada afo en Estados
Unidos, los grupos de edades en que se registran mayor
numero de casos oscila entre 15 a 19 afios. El costo de
las infecciones Chlamydiales no tratadas y sus
complicaciones esta calculado en 2 millones de ddlares
solo en Estados Unidos (1).

Alrededor del 85% al 90% de los casos de infeccién por
Chlamydia trachomatis tanto en la mujer como en el
hombre son asintomaticas y pueden persistir por
algunos meses o afios. En la mujer los dos sintomas
mas comunes son la descarga mucopurulenta desde el
cérvix y una hipertrofia ectépica cervical, ademas
incluyen sindrome uretral agudo, uretritis, bartolinitis,
cervicitis en el tracto genital superior (endometritis,
salpingo-oforitis o enfermedad pélvica inflamatoria),
perihepatitis (sindrome de Fitz-Hugh-Curtis) vy
reactivacion de artritis (2,3). La infeccion en la uretra 'y
en el tracto genital inferior puede causar disuria,
descarga vaginal anormal o sangrado post-coital,
mientras que la infecciéon del tracto genital superior
(endometritis o salpingitis) pueden manifestarse con un
sangrado uterino intermenstrual y un malestar pélvico
(2,3). En mujeres con infecciones Chlamydiales no
tratadas pueden tener severas complicaciones
reproductivas que incluyen infertilidad, embarazos
ectépicos y dolor pélvico crénico. Durante el embarazo
esta asociada a partos prematuros, rotura prematura de
membranas, recién nacidos de bajo peso, muerte
neonatal y endometritis post-parto (2).

La transmision vertical de Chlamydia trachomatis se
presenta del 60% al 70% en los hijos de madres
infectadas (3) y el riesgo de adquirir conjuntivitis por
Chlamydia trachomatis en estos neonatos varia entre el
18% al 70% (2,4-6). Las ITS principalmente, la
producida por Chlamydia trachomatis, puede contaminar
y producir una infeccion al recién nacido al pasar por el
canal del parto, infeccion ocular y/o respiratoria. Existen
reportes que mencionan que entre el 22 al 50% de los
nifios nacidos de una madre infectada desarrollara
conjuntivitis de inclusion y entre un 10 a 20% neumonia
(2,4,5,6).
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La conjuntivitis neonatal (CN) por Chlamydia
trachomatis es mas prevalente de lo sospechado
particularmente en ambientes socio-econémicos
desfavorecidos, es importante identificar la fuente de
contagio e iniciar un tratamiento precoz para prevenir las
cicatrices en los casos que pudieran cronificarse. La
conjuntivitis por Chlamydia trachomatis es una entidad
sub-diagnosticada, presenta un curso subclinico
autolimitado y suele interpretarse como una conjuntivitis
virica (1,2,7,8).

En el Ecuador no existen datos o estudios de
prevalencia de conjuntivitis neonatales y menos aun de
conjuntivitis producidas por Chlamydia trachomatis, esta
al ser reportada como uno de los agentes causales mas
importantes de conjuntivitis neonatal en otros paises, se
lo debe considerar como patégeno importante de
estudio en la poblacién.

La conjuntivitis neonatal por Chlamydia trachomatis es
una entidad de dificil diagnéstico en el Ecuador, que no
responde al tratamiento con antibidticos topicos de uso
habitual y que causa importante morbilidad en el periodo
neonatal y de lactancia, e incluso puede comprometer la
funcién visual hasta llegar a la ceguera, dafios que
pueden ser prevenidos con una profilaxis
adecuada.(9,10)

Por la dificultad del diagndéstico en nuestro medio
compararemos con otros paises como Colombia que
presenta una prevalencia en recién nacidos del 33%,
Chile 8%, EEUU 18.7%, Europa 1.2%, Pertu 19.7% vy
México del 2 al 8% (1-3,11-16).

En el Ecuador se tiene una referencia de prevalencia del
6% obtenida de analisis realizados en muestras
cervicales de mujeres adolescentes embarazadas en el
Hospital Gineco-obstétrico Isidro Ayora en el
Departamento de Madres Adolescentes (11,12,17), al
igual que la referencia presentada en un estudio
realizado en la ciudad de Ibarra en el Hospital San
Vicente de Paul con una prevalencia en embarazadas
en tercer trimestre del 23.02% (13,14,18,19).

Similar a la prevalencia mundial, la incidencia de
Chlamydia trachomatis es variable en el mundo, asi por
ejemplo: en Argentina se presenta una incidencia 1.6 al
12% comparada con la incidencia de Estados Unidos
que va del 1.4 al 4.4% (1-20). Tampoco en nuestro pais
se conoce la incidencia de esta enfermedad (1,8,21).

La introduccion de los métodos de biologia molecular en
los laboratorios de microbiologia clinica supone un gran
apoyo a la hora de obtener diagnésticos sensibles y
especificos en el menor espacio de tiempo posible.
Estos métodos no sustituyen, sino que complementan
los ya usados métodos microbioldgicos tradicionales
(3,4,22). El analisis integrado de todos ellos esta
llevando a resultados mas fiables y eficaces. Entre
todas las técnicas moleculares, la Reaccion en Cadena
de la Polimerasa (PCR) ha adquirido un gran valor
diagnostico permitiendo la deteccion de agentes
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etioldgicos, de sus genotipos de virulencia y resistencia
con gran sensibilidad y rapidez (1,2,4,20-22). El
desarrollo de las técnicas basadas en la amplificacion de
acidos nucleicos ha sido un importante avance en el
diagnostico de la infeccion chlamydial. (23—28) Debido a
que la amplificacion es extremadamente sensible (capaz
de detectar una sola copia gendmica) y altamente
especifica, ofrece la posibilidad de ser aplicada a
técnicas no invasivas, pudiéndose aplicar a poblaciones
que por ser asintomaticas no seria posible abordar de
otra manera.(29-34) El método de diagndstico con
mayor sensibilidad (88%) y especificidad (100%) es la
Reaccién en Cadena de la Polimerasa qPCR(35-41).,
por esta razdén, el objetivo de esta investigacion es
determinar la prevalencia de Chlamydia trachomatis a
través de la técnica de gPCR en los fondos de sacos
conjuntivales de los recién nacidos por parto normal en
el Hospital Gineco-obstétrico Isidro Ayora, en Quito
Ecuador.

Materiales y métodos

Estudio no experimental, transversal, se analizaron
muestras procedentes de sacos conjuntivales de 178
neonatos nacidos en el Hospital Gineco Obstétrico Isidro
Ayora, El célculo se hizo con la siguiente férmula de
muestreo aleatorio simple — MAS (40).

N*p*q*zz

Formulan = W

n: tamano muestral

N: tamafio poblacional o universo (11300)
p: proporcién (0,197)

g: 1 —p (0,803)

z: nivel de poder (1,64)

e: nivel de seguridad (0,05)

Los criterios de inclusion: recién nacidos vivos por parto
vaginal en el Hospital Gineco-obstétrico Isidro Ayora, sin
recibir profilaxis ocular, se excluyeron los nifios cuyas
madres habian recibido tratamiento antibiético con
eritromicina, azitromicina o amoxicilina en el ultimo mes
de embarazo.

Deteccion de C. trachomatis mediante Reaccién en
Cadena de la Polimerasa:

Toma de muestra: En el momento del nacimiento, antes
de que se le administre la profilaxis ocular al recién
nacido, se tomard una muestra de los sacos
conjuntivales inferiores de ambos ojos con un hisopo de
dacron estéril, el mismo que se colocara en un medio de
transporte M4RT.

La muestra colocada en el medio de transporte
adecuado, permanecera en refrigeracion hasta ser
transportada al laboratorio de Biologia Molecular de la
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Pontificia Universidad Catélica del Ecuador (PUCE) para
su procesamiento.

Los datos se analizaron mediante estadistica descriptiva
con medidas de tendencia central, dispersion, tablas,
graficos, evaluacion de porcentajes, porcentajes y se
determind tasa de prevalencia. Para la estadistica se
cred una base de datos en EXCEL, datos obtenidos de
las hojas de inclusion en el estudio y de trabajo de
gPCR.

Se utilizé los cebadores KL1 y KL2 para amplificar un
fragmento de 24 pb del plasmido criptico de la
Chlamydia (KL1: 5 TCC GGA GCG AGT TAC GAA GA
3y KL2: 5 AAT CAA TGC CCG GGA TTG GT 3).
Realizamos la PCR en un volumen de reaccion de 25
mL y la mezcla contenia MgCI2 1,5 mM, Tris-HCI 10 mM
(pH 9), KCI 50 mM, Triton X-100 al 1 %, desoxi-
nucledtidos trifosfatos 200 mM, cebadores 1 mM, Taq
DNA polimerasa 1 U (Promega).

El programa de amplificacién consisti6 en una
desnaturalizacién a 94 °C por 5min, seguido de 35 ciclos
de amplificacion. Cada ciclo incluyd un paso de
desnaturalizacién a 94 °C por 1 min, un paso de unién a
los cebadores a 55 °C por 1 min y un paso de elongacion
a 72 °C por 2 min. El paso de elongacion final fue de 5
min.

Consideraciones éticas:

Esta investigacion se realizé conforme la Declaraciéon de
Helsinki para la realizacion de investigaciones médicas
en humanos, con el correspondiente consentimiento
informado de participacion, aprobado por el comité de
ética y/o revisor institucional., Ademas toda la
informacién fue manejada confidencialmente y su
empleo fue exclusivamente estadistico. La identidad de
los sujetos se consideré informacién confidencial. En los
formularios de recoleccion de datos fue tomado el
nombre de la madre como referencia para la entrega de
resultados vy la identificacion del paciente dentro del
estudio fue a través de un numero Unico de participacion.
El numero del expediente clinico fue registrado y no
tabulado para facultar el retorno al expediente clinico
original en caso necesario. Se determin6 que solamente
las personas involucradas en el estudio podran tener
acceso a la informacién (formularios, base de datos y
otras documentaciones). Si por alguna regulacién local
o del comité de ética o de la autoridad hospitalaria se
debiera permitir el acceso de terceras personas a esta
informacién o a la documentacion del estudio, se
prestara atencion a esta situaciéon y se lo permitira
siempre y cuando las personas involucradas aseguren
mantener la confidencialidad, correspondiente de la
informacién proporcionada y firmen un documento al
respecto.
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Autorizacién — Comité de Etica

Antes del inicio del estudio se presentd un protocolo de
la investigacion a la autoridad del Centro Hospitalario y
al comité de ética o comité revisor institucional, segun
proceda. Unicamente con la autorizacién, aprobacion o
visto bueno del nivel correspondiente se procedié a la
recoleccion de muestras e informacion.

Resultados

Tabla N°1.- Distribucion segun edad gestacional del

neonato
Semanas  Frecuencia
de Porcentaje
Gestacion (N°) %
Pretérmino <37 33 18,53%
Término 37-42 124 75,29%
Postérmino >42 1 6,18%
Total 178 100,00%

Fuente: Autores

ANALISIS: En tabla N° 1 se observa que la edad
gestacional de los neonatos mas frecuente es a término
75.29% que corresponde a 124 pacientes, seguido por
el grupo pre-término con 18.53% correspondiente a 33
pacientes y el grupo pos-término con un 6.18% presenta

11 pacientes.

FIGURA N°1 Neonatos con resultados positivos para Chlamydia
trachomatis por gPCR

100,00%
90,00%
80,00%
70,00%
60,00%
50,00%
40,00%
30,00%
20,00%
10,00%

0,00%

19 RN
POSITIVO

NEGATIVO

Fuente: autores
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ANALISIS: En la figura N°1 se observa que resultados
positivos para Chlamydia trachomatis por qPCR fueron
19 que corresponde al 10.7% y los resultados negativos
159 que corresponde al 89.3% de pacientes.

Tabla N°2 Distribucion de la edad Materna de Neonatos con
resultados positivos
para Chlamydia trachomatis por qPCR

EDAD EN Frecuen RN con Porcentaje de

ANOS cia de resultado positivos para
edad positivo por Chlamydia
materna gPCR (n19)
14-19 49 6 35%
20-24 36 3 15.8 %
25-29 29 3 15.8 %
30-34 25 2 10.5 %
35-39 5 1 53 %
40-44 4 4 211 %
Total 178 100.0% 100.0 %
Fuente: Autores

Se observa en tabla N°2 que el grupo de edad materna
de los neonatos con resultados positivos para
Chlamydia trachomatis por qPCR, mas frecuente es el
de 14 -19 anos con 31.5%, que corresponde a 6
pacientes, seguido por el de 40 - 44 afios con 21.1 %,
que corresponde a 4 pacientes con resultados positivos
para Chlamydia trachomatis por qPCR, en el grupo de
40 a 44 anos de edad de la madre las 4 madres han
contaminado a su hijos con Chlamydia trachomatis
demostrandose se puede deber a una infeccion
persistente y que permanece latente

Tabla N23.- Distribucidn segun edad

gestacional.
Semanas de Frecuencia Porcentaje
Gestacion N° de Pctes %
35 2 1,12%
36 3 5,61%
37 4 11,80%
38 5 17,42%
39 6 14,61%
40 7 30,34%
41 8 12,92%
42 9 3,93%
43 10 2,25%
Total 11 100%

Se observa en tabla N° 3 que el grupo de edad
gestacional mas frecuente es el de 40 semanas con
30.3%(54), seguido por el de 38 semanas con 17.4 %
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(31) una media de 39.13 semanas + 1.58 dias con un
rango de 35 a 43 semanas.

Tabla N.° 4 Distribucion segun el peso del recién nacido.

Frecuencia Porcentaje
Peso
N° de Pctes %

2000-2500 18 10.11 %
2501 -3000 61 34.26 %
3001-3500 78 43.82 %
3501-4000 19 10.67 %

>4000 2 1.12%

Total 178 100.0 %

En la tabla N° 4 el peso mas frecuente es el del grupo
de 3001- 3500 gramos (78) 43.82%, seguido por el de
2501 -3000 (61) con 34,26% y con una media de
3187,22 gramos * 1915, 58 gramos con un rango de
2060 a 4450 gramos.

En la figura N° 2 existe un 52.2 % (93 RN) de sexo

masculino y un 47,8 % (85 RN) de sexo femenino lo que
coincide con la distribucién poblacional ecuatoriana.

FIGURA N° 2 Distribucién segun sexo del recién nacido
53,00% 52,20%
52,00%
51,00%
50,00%
49,00%
48,00%
47,00%
46,00%
45,00%

47,80%

Femenino Masculino

En la figura N° 2 existe un 52.2 % (93 RN) de sexo
masculino y un 47,8 % (85 RN) de sexo femenino lo que
coincide con la distribucion poblacional ecuatoriana.

Discusién
Comparando con lo que se ha descrito en esta
investigacion, Colombia presenta una prevalencia del

33%, Chile 8%, Estados Unidos 18.7%, Europa 1.2%,
Peru 19.7% y México del 2 al 8% todos estos datos
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fueron obtenidos de estudios realizados en sacos
conjuntivales.

En Ecuador se tiene referencia de prevalencia del 6%
obtenida de analisis realizados en muestras cervicales
de mujeres adolescentes embarazadas en el Hospital
Gineco Obstétrico Isidro Ayora en el Departamento de
Madres Adolescentes, (Comunicacion personal Dean,
D. 2008), y en pacientes gestantes del area urbana de
la ciudad de Ibarra, fue del 23.02% por gPCR (19).

En las ultimas décadas Chlamydia trachomatis ha
resultado ser el organismo prevalente entre los agentes
causales de ITS con una prevalencia del 2 al 35% en
embarazadas a nivel mundial la transmisién vertical esta
entre el 60% al 70 % en los hijos de madres infectadas
a nivel regional, tomando en cuenta los datos obtenidos
en mujeres embarazadas ecuatorianas (23.02%) y el
resultado obtenido en esta tesis (10.7%) en el Ecuador
la transmision vertical seria del 43.74%.

La mayor prevalencia de Chlamydia trachomatis
presentada por la CDC se observa en la adolescencia y
en mujeres menores de 25 afos por las caracteristicas
del epitelio endocervical, ya que el epitelio endocervical
de las adolescentes es inmaduro y favorece la invasion
de la Chlamydia trachomatis debido a que la union
escamo-columnar esta oculta en la profundidad el
ectocervix formando una zona central de epitelio
columnar ectoépico llamado ectropion, esta ectopia
provee una amplia area de infeccién Chlamydial, en los
resultados del presente estudio se aprecia que en el
grupo de edad de 14 a 19 afos indica la prevalencia
31.5% (6 pacientes) de resultados positivos para
Chlamydia trachomatis por gPCR; Chlamydia
trachomatis presenta infeccion latente y como
corroboracion de este dato tenemos que el grupo etario
de 40 a 44 anos presenta el 21.1% (4 pacientes) de
positividad para Chlamydia trachomatis por gPCR.

El método de diagndéstico utilizado para el desarrollo de
este estudio gPCR nos brinda el 88% de sensibilidad y
100% de especificidad comparado con métodos
tradicionales, por ejemplo cultivo en células de Mac Coy
80% de sensibilidad y 100% de especificidad siendo este
método el mas cercano en sensibilidad y especificidad
pero en nuestro medio es menos accesible que qPCR.

Conclusiones

Los resultados encontrados en este estudio
demuestran que la prevalencia es del 10.7% con una
tasa de prevalencia del 4.06 por 1000 nacidos vivos,
demostrando que Chlamydia trachomatis es una agente
presente en nuestra poblacion.

Este estudio es una base para la determinacion
de prevalencia de Chlamydia trachomatis el mismo que
puede ser utilizado para seguir determinando incidencia
y realizar seguimiento alrededor de este tema.

Chlamydia trachomatis es uno de los agentes
causales de enfermedad de transmisién sexual con una
prevalencia del 2% - 35 % en mujeres embarazadas a
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nivel mundial, la transmision vertical esta entre el 60% al
70 % en los hijos de madres infectadas y el riesgo de
adquirir conjuntivitis por Chlamydia trachomatis en estos
neonatos varia entre el 18% y 70%. La prevalencia
encontrada en este estudio es del 10.7% lo que nos
coloca dentro del rango de las prevalencias a nivel
mundial.

El diagnosticar Chlamydia trachomatis en recién
nacidos vivos nos alerta de la circulacién de este agente
de transmision sexual en nuestro medio; el Ecuador asi
presenta morbilidad sub diagnosticada que puede
causar enfermedad en los productos como neumonia y
conjuntivitis de inclusién que no son diagnosticados
correctamente y mucho menos reportados.

Recomendaciones

En vista de que la profilaxis ocular se realiza con
nitrato de plata que es especifico para Neisseria
gonohorreae y en ocasiones incluso solo con
antibidticos tépicos como son los aminoglucésidos, que
no cubren el espectro de accion sobre Chlamydias, se
sugiere realizar una revision al esquema de profilaxis
ocular.

Se sugiere que en los controles pre-natales se
investigue Chlamydia trachomatis para que el nifio no se
contamine y se pueda prevenir el desarrollo de
conjuntivitis de inclusion.

Es importante realizar un estudio que determine
los agentes causales de conjuntivitis en el periodo
neonatal en el Ecuador para que reciban un tratamiento
especifico.

La educacion continua individual y en grupo
proporciona una forma de prevencion de las diferentes
complicaciones de esta patologia, existe un
desconocimiento de las enfermedades de transmision
sexual no clasicas por lo que se debe impartir mas
informacién de las enfermedades causadas por
Chlamydia trachomatis, no son solo palabras o
recomendaciones, confirmamos que se debe trabajar e
insistir, no solo por un periodo corto sino a largo plazo y
de manera continua.

La comunicacién entre especialistas facilita un
trabajo de calidad para sus pacientes involucrando una
medicina preventiva.

Se recomienda promover las técnicas de
biologia molecular ya que estas tienen una especificidad
del 100% vy sensibilidad 88% que proporcionan
diagnésticos certeros, a pesar que al momento los
costos son elevados al ser solicitados con criterio clinico
economizaria al paciente y se llegaria a un diagnéstico
rapido y veridico.

Se sugiere evaluar a los pacientes que
presentaron resultados positivos por gqPCR para
Chlamydia trachomatis de modo que se pueda
determinar cuantos de ellos desarrollaron conjuntivitis y
asi obtener un valor real del riesgo de desarrollar
conjuntivitis de inclusion en recién nacidos.
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La infeccién por Chlamydia trachomatis es del
tipo latente lo que quiere decir que permanece por
meses o afios en el tracto genital por lo que al nacer el
nifio por el canal del parto tiene riesgo de colonizarse y
desarrollar conjuntivitis o pneumonia otros problemas
son nacer con peso bajo, la recomendacion es detectar
a tiempo en los controles prenatales.
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