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RESUMEN

RESUMEN

Los procesos infecciosos de las vias respiratorias superiores constituyen la causa mds
comun de consulta médica pedidtrica y de hospitalizacion. Se tiene conocimiento de la
asociacion entre la infeccidn por C. psittaci, C. trachomatis y C. pneumoniae, las dos
dltimas son casi exclusivamente causantes de enfermedad en el humano, mientras que C.
psittaci se considera que se adquiere por zoonosis. En México las Infecciones respiratorias
constituyen un importante problema de salud publica y representan la morbilidad més alta
del pais, asi como la primera causa de consulta en los centros de salud. La incidencia
global de las infecciones respiratorias agudas en México es de 22.96%, pero no existen
datos referentes a infecciones respiratorias cronicas en el pais. Objetivos: Determinar la
incidencia de Chlamydia spp. en infantes con infecciones crénicas de las vias respiratorias
altas. Metodologia: Se evaluaron 151 pacientes (menores de 18 afios) que recibieron
consulta general en diversos centros hospitalarios de Tabasco. Se recabaron datos clinicos
de infecciones respiratorias cronicas, De cada paciente se tomaron muestras de exudado
faringeo y lavado nasofaringeo que se estudiaron por Citologia en Fresco de Alto
Contraste y Alta Resolucion en Capa Fina (CIFAR) y tincion de Giemsa para el
diagnéstico de Chlamydia. Posteriormente se aplicé la Reaccion en Cadena de la
Polimerasa (PCR) para determinar las especies Chlamydia trachomatis, Chlamydophila
pneumoniae o Chlamydophila psittaci. Los datos se analizaron por estadistica descriptiva
y estadistica inferencial para establecer la relacion entre el cuadro clinico y la presencia
del microorganismo durante la enfermedad. Resultados: Por la técnica de CIFAR
resultaron 10.6% (16/151) de muestras presuntas positivas, en tanto que con la técnica de
Giemsa resultaron 20.5 % (31/151) de muestras positivas; en ambas técnicas se reportaron
como positivas al observar presencia de cuerpos de inclusion en las células epiteliales
presentes en las muestras. Al realizar andlisis molecular no se obtuvieron muestras
positivas para Chlamydia spp, Chlamydia trachomatis, Chlamydophila pneumoniae, y
Chlamydophila psittaci. Conclusiones: De acuerdo a las citologias, se presentd una
incidencia del 10.6% con la técnica de CIFAR, mientras que por la técnica de Giemsa se
presentd un 20.5%. En lo que corresponde a la técnica molecular, no se encontré ADN de
las bacterias del género Chlamydia analizadas, sin embargo, la presencia de cuerpos de
inclusion presuntivos en las citologias, puede indicar sospecha de algunas otras bacterias
similares a Chlamydia que poder ser las responsables de las infecciones respiratorias
presentadas por los pacientes.



ABSTRACT

ABSTRACT

Infectious processes of the upper respiratory tract are the most common cause of pediatric
medical consultation and hospitalization. It is aware of the association between infection
with C. psittaci, C. trachomatis and C. pneumoniae, the latter two are almost exclusively
causing disease in humans, while C. psittaci is considered to be acquired by zoonosis. In
Mexico respiratory infections are a major public health problem and represent the highest
morbidity in the country, and the first cause of consultation in health centers. The overall
incidence of acute respiratory infections in Mexico is 22.96%, but no data concerning
chronic respiratory infections in the country. Objective: To determine the incidence of
Chlamydia spp. in infants with chronic infections of the upper respiratory tract.
Methodology: 151 patients (under 18 years) receiving general consultation in various
hospitals in Tabasco were evaluated. Clinical data of chronic respiratory infections, from
each patient were collected samples of throat swab and washing were taken
nasopharyngeal that were studied by Cytology Fresh High Contrast and High Resolution
Thin Layer (CIFAR), Giemsa for diagnosis of Chlamydia. Subsequently, was applied
Polymerase Chain the Reaction (PCR) to determine the species Chlamydia trachomatis,
Chlamydophila psittaci and Chlamydophila pneumoniae. Data were analyzed by
descriptive and inferential statistics to establish the relationship between the clinical data
and the presence of the organism during illness. Results: By the CIFAR technique 10.6%
(16/151) of samples resulted positive, while the Giemsa technique 20.5% (31/151) of
samples were positive; both techniques are reported as positive by observing the presence
of inclusion bodies in the epithelial cells present in samples suspected. By performing
molecular analysis no positive samples for Chlamydia spp. Chlamydia trachomatis,
Chlamydophila pneumoniae and Chlamydophila psittaci were obtained. Conclusions:
According to cytology, an incidence of 10.6% with CIFAR technique was introduced,
while the technique was presented Giemsa 20.5%. As relates to molecular technique,
DNA from bacteria of the genus Chlamydia analyzed was no found however, the presence
of bodies of presumptive inclusion in cytology may indicate suspected some other similar
to Chlamydia bacteria to be responsible of those presented by patients respiratory
infections.
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1. INTRODUCCION

1.1 Enfermedades Respiratorias
A pesar de los grandes avances médicos de las dltimas décadas, las enfermedades
respiratorias siguen representando un serio problema de salud publica (Alvarez
2005); estd reportado que mds de la mitad de las consultas diarias corresponden a
infecciones del tracto respiratorio (Llor et al. 2011), causando una gran ausencia
escolar y laboral (Diez et al. 2007), ademds de ser una importante causa de
morbilidad y mortalidad en todas las edades (Alvarez 2005).
Las infecciones respiratorias se consideran un proceso inflamatorio complejo de
las vias aéreas y de origen multifactorial donde las infecciones ocasionadas por
virus, estan relacionados con la patogénesis del asma, sobre todo en el paciente
pedidtrico; y que existe una estrecha relacion entre las infecciones respiratorias
agudas altas y la obstruccién bronquial, aunque desafortunadamente no es posible
establecer el agente etiolégico por limitaciones técnicas o por la implicacion de
otros factores causales (Conrado y Cobos 2007).
La mayoria de estas infecciones son autolimitadas y la efectividad de los
antibidticos es marginal como en el caso de catarro comun, la faringitis, la
bronquitis aguda, la otitis media y la rinosinusitis (Llor ez al. 2011).
Este tipo de infecciones pueden afectar al tracto respiratorio superior y/o al tracto
respiratorio inferior, se clasifican en infecciones agudas e infecciones crénicas.
Son causadas por virus y bacterias principalmente, afectando a todos los grupos de
edad, siendo mds frecuentes en nifios y en adultos mayores (Secretaria de Salud

2012).

1.1.1 Enfermedades Respiratorias Agudas
Las enfermedades respiratorias agudas, o bien conocidas como infecciones
respiratorias agudas (IRAs) son afecciones del tracto respiratorio, generalmente de
etiologia viral o bacteriana, que pueden producir un espectro que comprende desde

infecciones asintomadticas o leves hasta enfermedades graves, e incluso fatales,
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dependiendo del pat6geno causante, factores ambientales y del huésped (Secretaria
de Salud 2012).

La Organizacién de Salud de la Infancia y la Adolescencia (CeNSIA) define a las
infecciones respiratorias agudas como enfermedades que afectan desde oidos,
nariz, garganta hasta los pulmones, generalmente se autolimitan y no suelen durar
mas de 15 dias. Se considera que algunos factores de riesgo para padecer estas
enfermedades son el bajo peso al nacer, la lactancia materna ineficaz, la
desnutricion, y el hacinamiento, asi también como la exposiciébn a humo y

claramente si hay esquemas de vacunacién incompletos (CeNSIA 2010).

1.1.2 Enfermedades Respiratorias Crénicas (ERCs)
De acuerdo a la OMS, las ERCs son enfermedades de las vias respiratorias y
otras estructuras del pulmén que persisten mucho tiempo o bien que son para
toda la vida. Algunas de las enfermedades respiratorias crénicas incluyen al
asma, la enfermedad pulmonar obstructiva crénica (EPOC), alergias
respiratorias y la hipertension pulmonar. Los factores de riesgo para este tipo
de enfermedades son el tabaquismo, contaminacién del aire en espacios
cerrados, contaminacion exterior, y la hipersensibilidad a diversos alérgenos en
el caso de la exposicion a ciertos polvos y productos quimicos que puede
representar un riesgo ocupacional. Cerca de 235 millones de personas padecen
de asma en el mundo, el 90% de las muertes por EPOC se producen en paises
de bajos y medianos ingresos, reportindose que 3 millones de personas

murieron a causa de esta en el 2005 (OMS 2015).

Debido a esto es necesario realizar un diagndstico de enfermedades
respiratorias cronicas, asi como atender a tiempo los signos y sintomas que se

presenten en el paciente, para evitar la cronicidad y complicaciones.
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2. ANTECEDENTES

2.1 Infecciones Respiratorias

Los procesos infecciosos de vias respiratorias superiores constituyen la causa mas
comun de consulta médica pedidtrica y de hospitalizacién; siendo de las enfermedades
que mayor ausencia escolar y laboral producen (Ciria et al. 2011). Los cuadros clinicos
mas frecuentes que afectan a las vias aéreas superiores incluyen faringitis, sindromes

laringeos, otitis y sinusitis (Diez et al. 2007).

Las infecciones respiratorias agudas (IRAs) constituyen un grupo importante de
alta morbilidad y baja mortalidad, siendo las enfermedades que mayor utilizacion de
servicios de salud, ingresos hospitalarios y prescripcion farmacolégica requieren

(Naghipour et al. 2007; Ciria et al. 2011).

Una proporcion muy alta (60% aproximadamente) de las infecciones agudas
inician como infecciones virales, las cuales de no controlarse, se pueden complicar con

bacterias lo cual agrava el cuadro clinico (Naghipour et al. 2007).

En los paises desarrollados, los virus representan una considerable proporcion
asociada con IRAs, siendo el virus sincitial el mas frecuente en esta patologia. Sin
embargo existen IRAs asociadas a infecciones causadas por bacterias, la causante mds
comun es Streptococcus pneumoniae (Xuan et al. 2012). Ademads de esta, existen otras
bacterias causantes de neumonia atipica, entre las que podemos mencionar a Mycoplasma
pnuemoniae, C. pneumoniae y Legionella pneumophila (Cho et al. 2011).

En México, las IRAs constituyen un importante problema de salud ptblica y representan
la morbilidad més alta del pais, asi como la primera causa de consulta en los centros de

salud.

Las IRAs que afectan el tracto respiratorio inferior son una de las principales

causas de mortalidad en nifios alrededor del mundo, particularmente en paises en
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desarrollo, causando aproximadamente un tercio de todas las muertes estimadas en nifios
menores de 5 anos. El promedio de episodios de infecciOn respiratoria al afio en nifios

menores de 5 afnos es de 7, y aproximadamente 3 en adultos (Herrera et al. 2007).

Las IRAs de las vias bajas fueron la sexta causa de muerte en México durante

2008, con 13.6 defunciones por 100 000 habitantes (de la Vara et al. 2011).

Las infecciones de las vias respiratorias bajas son altamente prevenibles y se
consideran un indicador del grado de avance en la provision de servicios, del éxito en la
promocion de la salud e incluso del nivel de desarrollo humano alcanzado. Por ello se

asocian con las zonas rurales y mas marginadas del pais (de la Vara et al. 2011).

2.1.1 Epidemiologia

La incidencia de neumonia en el mundo varia por pais, sexo y edad, lo que afecta
en los registros relacionados a la epidemiologia, etiologia, morbilidad, mortalidad, tasa de
resistencia a antibidticos y costo econdmico de la enfermedad. La edad es un determinante
importante de la frecuencia de enfermedades respiratorias, ya que las personas mas

afectadas son los nifios y los adultos mayores (Jokinen, et al. 1993).

De acuerdo ala OMS en el afio 2012, las infecciones respiratorias fueron el primer
lugar en causas de defuncion en los paises de ingreso bajo, tercer lugar en paises de ingreso
mediano bajo y el sexto lugar en paises de ingreso mediano alto y alto, mientras que
enfermedad pulmonar obstructiva crdnica fue la tercera causa de defunciones en el mundo

del afio 2000 al 2012 (OMS 2015).

El Continente Americano no queda exento de estos resultados estadisticos, pues
estas infecciones representan del 30 al 50 % de las consultas pedidtricas y del 20 al 40 %

de las hospitalizaciones (Tamayo et al. 2015).
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La incidencia global de las infecciones respiratorias agudas en México es del
22.96%. (22965.92 por cada 100 000 habitantes), sin embargo no existen datos que
indiquen la situacién en cuanto a infecciones respiratorias créonicas (Direccién General de

Epidemiologia 2015).

En un estudio de poblaciones indigenas del sureste de México se reportd que la
mayoria de los episodios de IRAs se presentan en el hogar, y son las madres de familia,
quienes en primera instancia interpretan, diagnostican y atienden la sintomatologia de los
episodios. Sin embargo, las madres, en muchas ocasiones no estdn capacitadas para
detectar oportunamente la gravedad que expresan los signos y sintomas de las IRAs, lo
cual pone en riesgo la vida del menor. Ademads, el proceso salud-enfermedad-atencion del
nucleo familiar esta condicionado por el sistema de creencias y valores culturales de cada
comunidad, lo que implica que las concepciones populares de las enfermedades van a

diferir de las explicaciones otorgadas por los médicos (Romero et al. 2004).

2.2 Chlamydia spp en las infecciones respiratorias

Desde hace varias décadas, se tiene conocimiento de la asociacion que existe entre
las enfermedades respiratorias y las distintas especies del género Chlamydia, acufidandose

el concepto de “infecciones respiratorias Chlamydiales” (Becker 1978).

El género Chlamydia estd compuesto por un grupo grande de microorganismos
que s6lo pueden replicarse en el citoplasma de células animales vivas, propiedad que
semeja al parasitismo intracelular obligado de los virus. Otras caracteristicas de las
clamidias es que semejan propiedades virales debido a su tamaio relativamente pequefio
(2um) y su inhabilidad para replicarse en células tratadas con linfocinas. Las clamidias
son organismos procaridticos y su entidad celular se mantiene durante su ciclo de
replicaciéon. Se dividen por fisién binaria, contiene ADN y ARN, ribosomas 70s,
actividades enzimadticas y capacidad de sintesis macromolecular; contiene una pared

celular rigida con membrana externa similar a la envoltura de las bacterias Gram




ANTECEDENTES

negativas, poseen pldsmidos, y son susceptibles a la accién de algunos antibidticos

incluyendo tetraciclinas, cloranfenicol, etitromicina y penicilina (Becker 1978).

El género Chlamydia incluye a las especies C. trachomatis (humanos), C. suis
(cerdos) y C. muridarum (ratén y hdmster), en tanto que para el género Chlamydophila se
reporta C. psittaci (aves y otras especies), C. gallinacea (aves de corral), C. felis (gatos),
C. abortus (ovejas, cabras y ganado bovino), C. caviae (cobayas), C. pecorum (ovejas y
ganado bovino), C. ibidis (sagrado ibises) y C. pneumoniae (hombre y otras especies).
Aunque la mayoria de estos microorganismos son muy especificos de huésped, C.
pneumoniae 'y C. psittaci tienen una amplia variedad de hospedadores. Se ha observado
que C. psittaci afecta no solo a las aves y al ser humano, sino también al ganado vacuno,

a las ovejas, a los cerdos, a los caballos y a otros animales (Sachse et al. 2009).

Con respecto a enfermedades respiratorias causadas por estos microorganismos,
se evidencio la asociacion entre la infeccion por C. psittaci y pacientes que tenian contacto
con aves (Bourke er al. 1989), asi mismo, se observo una alta incidencia de infecciones
respiratorias en neonatos ocasionadas por C. trachomatis, ademds estd comprobado que
un alto nimero de infecciones respiratorias fueron provocadas por C. pneumoniae (Weiss

et al., 1986; Wheeler et al. 1990).

Dentro del orden Chlamydiales se han descubierto algunas familias y linajes de
otras bacterias muy relacionadas con Chlamydia. Estas bacterias estdin ampliamente
distribuidas en la naturaleza y se presentan en diversos hospederos del reino animal.
Muchos de estos microorganismos viven en estrecha asociacion con las amebas de vida
libre y son capaces de infectar mamiferos, aves, reptiles peces, insectos y crustaceos. Por
lo tanto, bacterias relacionadas con Chlamydia pueden ser adquiridas en particulas de
aerosoles de un reservorio ambiental o animal. La mayoria de estas bacterias estdn
relacionadas con enfermedades respiratorias humanas, esto de acuerdo a diagndstico

serologico y molecular (Niemi et al. 2011).
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Las bacterias relacionadas con Chlamydia, posiblemente asociadas con
enfermedades respiratorias de humanos pueden incluir a Parachlamydia acanthamoebae,
Protochlamydia spp. Rhabdochlamydia spp. Simkania negevensis 'y Waddlia
chondrophila; siendo Parachlamydia spp y Waddlia chondrophila, involucradas en
abortos involuntarios en seres humanos (Niemi et al. 2011); incluso, un analisis reciente
sugiere que especies del género Rhabdochlamydia podrian afectar la morbilidad y
mortalidad en los recién nacidos prematuros, sin embargo su papel en la infeccién de vias

respiratorias se desconoce (Lamoth et al. 2011).

2.2.1 Chlamydia trachomatis

C. trachomatis es ampliamente reconocida como causa de la enfermedad de
transmision sexual bacteriana mds comun, y a pesar de que es nativa de climas tropicales
y subtropicales, actualmente se encuentra diseminada por todo el mundo. De acuerdo a la
CDC (Centers for Disease Control and Prevention) C. trachomatis es la enfermedad de

transmision sexual notificada con mas frecuencia en los Estados Unidos (CDC 2015).

A pesar de que habitualmente se considera que éste microorganismo como parte
de los patégenos de los Organos genitales, existe la enfermedad extragenital y el contagio
no sexual. C. trachomatis puede ingresar por cualquier mucosa himeda, infecta
preferentemente el epitelio columnar de las mucosas de los ojos, las vias respiratorias y
los genitales. Esta infeccion induce inmunidad, persistiendo durante meses o afos, si el

paciente no recibe tratamiento.

C. trachomatis ingresa al organismo por inoculaciéon directa de objetos
contaminados o por contacto directo de secreciones infectadas: principalmente los dedos,
moscas, toallas y gotas de fiige de estornudo y tos. Tanto por la via de transmision sexual
como por la no sexual, la expansion de la infeccién por C. trachomatis en la poblacion
puede ser vertical de padres a hijos y horizontal, entre los miembros de la comunidad;

factores como el hacinamiento, héabitos deficientes de higiene sexual y corporal, medio
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ambiente insalubre asi como condiciones socioecondmicas bajas, aumentan

considerablemente la propagacion de la enfermedad (Crichton ez al. 2015).

En el tracto respiratorio inferior, la colonizacién crénica y reincidente de bacterias
patdgenas induce una respuesta inflamatoria crénica con dano pulmonar secundario. Esta
hipdtesis, denominada “teoria de circulo vicioso”, involucra multiples mecanismos por
medio de los cuales los agentes infecciosos podrdn generar inflamacién crénica de la via
respiratoria inferior (Cole 1989). Una teoria similar podria aplicarse a los casos de

rinosinusitis y faringoamigdalitis crénicas.

Se ha demostrado que, microorganismos que son considerados colonizadores,
liberan productos extracelulares como proteinas, lipopoligosacaridos y peptidoglicanos,
capaces de disparar procesos inflamatorios y se ha establecido una relacién importante
entre el conteo bacteriano de muestras obtenidas por broncoscopia de pacientes con EPOC

estable y marcadores de inflamacion crénica (Hill ef al. 2000).

En la mujer las infecciones asintomadticas u oligosintomadticas de las trompas de
Falopio provocan inflamacién crénica y desestructuracion de las mismas que puede acabar
ocasionando infertilidad. La etiopatogenia de este proceso no es bien conocida, aunque se
cree que podria estar relacionada con una reaccion autoinmune desencadenada por
determinadas proteinas del microorganismo. En los paises desarrollados, alrededor del
20% de mujeres gestantes presenta cervicitis por C. trachomatis, generalmente

asintomatica pero facilmente detectable mediante el examen vaginal (Roca 2007).

El recién nacido puede adquirir la infeccion por C. trachomatis en el utero o al
pasar por el canal de parto, pudiendo posteriormente manifestarse con sintomas oculares
y compromiso del tracto respiratorio (Gallo et al. 2010). Aproximadamente del 50 al 75%
de los recién nacidos de madres infectadas por C. trachomatis, adquieren la infeccion por
dicho patégeno en uno o mds sitios anatomicos, incluyendo conjuntiva, region
nasofaringea, recto y vagina. De éstos, la conjuntiva y region nasofaringea son los sitios

mds cominmente afectados (Chen et al. 2007). Otras entidades nosoldgicas de nifios y
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adultos que son también de elevada prevalencia, como las infecciones respiratorias del
recién nacido (Principi 2001), las conjuntivitis, otitis (Soriano 1997) y faringitis de
repeticion, la artritis reactiva o aséptica (Villarreal 2002), las meningitis que permanecen
catalogadas como “abacterianas”, “inespecificas” o “de causa no conocida”, también

pueden ser infecciones de relacion causal con C. trachomatis y Mycoplasma sp. (Taylor

Robinsson 2002).

2.2.2 Chlamydophila pneumoniae

C. pneumoniae es una bacteria cosmopolita, mas del 50% de los adultos presentan
anticuerpos contra este microorganismo y en la mayoria de las ocasiones se presenta de
forma asintomadtica (Yamasaky et al. 1999). Recientemente se ha tomado interés sobre
este microorganismo por su posible relacion etiopatogénica en las lesiones ateroesclerosas
arteriales, aunque aun se encuentra en debate (Saikku ef al. 1988; Grayston 1993; Thom
et al. 1992; Gloria et al. 1997; Ridker et al. 1999; Altman et al. 1999; Izadi et al. 2012).
Estudios iniciales en Escandinavia sugerian que la infeccion respiratoria se adquiria en la
adolescencia, sin embargo, estudios posteriores en otros paises como Japén o Espaifia
mostraban que hasta el 40% de los nifios a los 10 afios eran seropositivos (Normann ef al.

1998; McMillan 1998).

C. pneumoniae esta siendo reconocida cada vez mds como causa importante de
neumonia adquirida en la comunidad y como factor de riesgo para EPOC, asma y

ateroesclerosis (Blasi 2009; Pino e Hincapié 2008).

Este microorganismo se disemina en la poblacion a través de infecciones del tracto
respiratorio y probablemente a través de fomites (Normann et al. 1998). Es el agente
causal de la neumonia atipica en pacientes hospitalizados y en nifios pequefios (American
Academy of Pediatrics 1997). La neumonia por C. pneumoniae no presenta ninguna
caracteristica particular, mas que acompaiiarse frecuentemente de disfonia, con un periodo

de incubacién de aproximadamente 1 mes (Grayston 1989). Se ha involucrado como
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agente causal del sindrome coqueluchoide, otitis media, faringitis, sinusitis y bronquitis,
incluso ha causado epidemias en algunos lugares del mundo. La edad pico de presentacion
de la enfermedad es de los 5 a los 15 afos de edad (American Academy of Pediatrics

1997).

La neumonia y la bronquitis son las enfermedades mas frecuentemente asociadas
con C. pneumoniae, sin embargo, observar la infeccion asintomdtica o no diagnosticada
es un aspecto que se presenta regularmente (Kuo ef al. 1986). La enfermedad con un
cuadro de sintomas leves es el resultado mds comun de la infeccién por esta bacteria. En
una serie de estudios aproximadamente el 10% y 5% de los casos de neumonia y bronquitis
y sinusitis respectivamente han sido atribuidos a este microorganismo (Aldous et al. 1992;

Wang y Grayston 1990).

Los seres humanos son el dnico reservorio conocido de C. pneumoniae y la
transmision se cree que es de persona a persona a través de las secreciones de las vias
respiratorias. Esta transmision parece ser relativamente ineficiente. Cuando los contactos
de pacientes con infeccion por C. pneumoniae son investigadas, pocos casos de
transmision secundaria se detectan (Grayston 1986; Conklin et al. 2013) EI periodo de
incubacion de C. pneumoniae es de varias semanas, mds tiempo que la de otros patogenos

respiratorios (Mordhorst 1994).

La infeccién de C. pneumoniae inicia en las vias aéreas altas y el microorganismo
en muchas personas permanece alli indefinidamente. En algunos pacientes C. pneumoniae
se desplaza, probablemente a través de la sangre, a otros lugares del organismo. Una
proteina de la membrana de este microorganismo es capaz de inducir una respuesta

autoinmune pudiendo atacar a diversos tejidos del organismo (Roca 2007).

No existe un consenso de los aspectos clinicos, signos y sintomas que se pueden
observar en la infeccién por C. pneumoniae; sin embargo, diversas caracteristicas del
cuadro clinico pueden ayudar a distinguir el proceso infeccioso por esta bacteria. Es

comun observar una sintomatologia vaga e inespecifica en el proceso agudo de esta
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infeccion la cual tiende a volverse cronica induciendo un proceso tipico de bronquitis o
sindrome de neumonia. La tos crénica es muy comuin y generalmente se presenta por

periodos prolongados de tiempo (Jama-Kmiecik et al. 2015).

Ademads C. pneumoniae se ha asociado con otras enfermedades agudas y crénicas.
Esta bacteria ha sido aislada de pacientes con sinusitis purulenta (Hashigucci 1992) y con
otitis media. También ha sido descrita en pacientes con faringitis primaria; sin embargo,
es importante destacar que no existe claridad de la incidencia real de estas patologias.
Existen reportes que discrepan en la incidencia de esta bacteria y su asociacién con la
faringitis, mientras que en paises nordicos se reporta en 8%, mientras que la incidencia en

paises anglosajones parece ser menor (Huovinen 1989).

La enfermedad respiratoria cronica severa ha sido presuntivamente asociada con
la infeccidn por C. pneumoniae. Pacientes con infeccion respiratoria por esta bacteria han
mostrado ser mds propensos al desarrollo de bronquitis asmatica, subsecuente a su
enfermedad respiratoria, esto sugiere que C. pneumoniae es un factor importante en el

desarrollo de asma o en la exacerbaciones asmaticas (Hahn ef al. 1991).

Algunos autores han relacionado la infeccion por C. pneumoniae como
desencadenante de las crisis en los nifios con asma (Bone 1991; Emre et al. 1991; Korppi
y Leionen 1995). Se ha encontrado que existe relacion entre los anticuerpos especificos
de C. pneumoniae con la sintomatologia del asma (Bjomsson et al. 1996; Johnston 1997).
Inclusive, se ha demostrado la presencia de IgE anti- C. pneumoniae en 85.7% de los nifios
con cultivo positivo y sibilancias, en contraste con 9% de los pacientes con cultivo
positivo y neumonia sin sibilancias (Emre et al. 1995). Por otro lado, Cook et al. (1998),
no encontraron relacion entre la infeccidn por este germen y la sintomatologia aguda del
asma, mostrando un papel mds importante como promotor mas que como causa de las

exacerbaciones.

2.2.3 Chlamydophila psittaci

11
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La clamidiosis aviar es una enfermedad de las aves causada por la bacteria
intracelular C. psittaci. En los humanos, esta enfermedad se denomina psitacosis. Se puede
denominar clamidiosis aviar o psitacosis en aves psitacidas; aunque el término clamidiosis

aviar se utiliza en general, para otras especies de aves (Arraiz et al. 2012).

Las infecciones son particularmente comunes entre las aves psitdcidas y las
palomas, aunque probablemente sean susceptibles la mayoria o todas las especies de aves.
Algunas aves portan este organismo siendo asintomadticas. En otros casos se enferman de
manera leve a grave, ya sea en el momento o después de estar bajo presion. Se pueden
observar pérdidas econdmicas significativas en los pavos y los patos, y puede existir un
alto grado de mortalidad en las aves psitacidas clinicamente afectadas (Verminnen et al.

2008).

C. psittaci puede dividirse en serotipos/serovares o alternativamente, en genotipos.
Las cepas aviares relacionadas con la clamidiosis aviar pertenecen a la especie C. psittaci.
A la fecha, se han diferenciado claramente nueve genotipos distintos en base al gen ompA
que codifica para la principal proteina de la membrana externa (MOMP). Siete de estas
“serovariedades clasicas” se considera que tienen lugar principalmente en un orden o clase
especificos de aves y dos en hospedadores no aviares, es decir, el genotipo A en aves
psitacidas, el B, en palomas, el C en patos y gansos, el D en pavos, el E en palomas, patos
y otras aves, los E/B en patos, pavos y palomas, el F en periquitos, el WC en ganado
vacuno, y M56 en roedores (CFSPH 2009). La mayoria de los genotipos aviares también
se han identificado esporddicamente en cepas aisladas de casos de transmision zoonGtica
al ser humano, sobre todo A, B y E/B (Gaede et al. 2008; Heddema et al. 2006;
Vanrompay et al. 2007). Mientras tanto, se han introducido subgrupos para tres de los
genotipos mas heterogéneos, es decir, AVS1, A-6BC, A-8455, EB-E30, EB-859, EB-
KKCP, D-NJ1 y D-9N, y se han sugerido seis nuevos genotipos provisionales para cubrir
las cepas que previamente no eran tipificables, siendo estos el, 1V, 6N, Matl16, R54,
YP84, y CPX0308, de tal forma que el nimero total de genotipos asciende a 15 (Sachse
et al. 2009).
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La especie C. psittaci incluye algunos pero no todos los organismos que
anteriormente se denominaban C. psittaci. En 1999, las Chlamydiaceae fueron
reorganizadas, segin los andlisis de ARN ribosémico. Se establecié el nuevo género
Chlamydophila, y todas las cepas aviares de Chlamydia psittaci fueron reasignadas a
Chlamydophila psittaci (Everet et al. 1999). La mayoria de las cepas de mamiferos de
Chlamydia psittaci fueron reclasificadas como Chlamydophila abortus, Chlamydophila
felis o Chlamydophila caviae, pero dos cepas de mamiferos, WC y M56, fueron ubicadas
en Chlamydophila psittaci. WC fue aislado de una epizootia en ganado bovino, y se
encontré6 M56 durante un solo brote en ratas almizcleras (Andersen 1991; Vanrompay et

al. 1997).

C. psittaci es una bacteria también cosmopolita. Este organismo es particularmente
comun en aves psitacidas de la region tropical y subtropical, puede transmitirse entre las
aves por la inhalacién de polvo o particulas aerégenas infecciosas como las plumas, y por
la ingestion de material infeccioso, tales como cadaveres en descomposicion (Miyairi et
al. 2010). En las heces de las aves se excretan grandes cantidades de este organismo
pudiendo convertirse en particulas aer6genas cuando la materia fecal se seca. También se
encuentra en secreciones respiratorias y orales. Algunas aves portan este organismo sin
presentar sintomas, y pueden eliminarlo de manera intermitente durante periodos
prolongados. Ademas, puede transmitirse por fomites tales como los alimentos o el agua
contaminados. Los mosquitos, los dcaros y los piojos pueden estar involucrados en la

transmision mecdanica (Beeckman y Vanrompay 2009).

Los humanos se infectan generalmente después de inhalar polvo, plumas o
secreciones y excreciones en aerosol contaminados. El contacto directo con aves
infectadas, incluidas las mordeduras, puede propagar la enfermedad. Se han informado
casos inusuales de transmision de persona a persona, posiblemente a través de la
propagacion en aerosol durante la existencia de tos paroxistica (Beeckman y Vanrompay

2009).
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Una vez en el hombre C. psittaci, a partir de las vias respiratorias, puede llegar a
la sangre y finalmente localizarse en los alvéolos pulmonares y en las células del sistema
reticuloendotelial del bazo y el higado. La presencia del microorganismo provoca una
reaccion inflamatoria linfocitaria, que en los pulmones hace que los alvéolos se llenen de
productos inflamatorios. En ocasiones en los tejidos afectados se observan macréfagos
con inclusiones citopldsmicas caracteristicos (inclusiones de Levinthal-Coles-Lillie)
(Roca 2007). El periodo de incubacién puede extenderse hasta un mes; la mayoria de las

infecciones se tornan sintomaticas en 5-14 dias (Beeckman y Vanrompay 2009).

El comienzo de la psitacosis puede ser agudo o sutil. La enfermedad varia de una
enfermedad leve similar a la gripe con fiebre, escalofrios, dolor de cabeza, mialgia,
anorexia, malestar, dolor de garganta y/o fotofobia, con o sin sintomas respiratorios, a
neumonia atipica grave con disnea. Algunos pacientes presentan tos seca, que puede
volverse mucopurulenta. También se han informado signos gastrointestinales, artralgia,
inflamacion de las articulaciones y erupcidn no especifica. En general, en infecciones no
complicadas, la enfermedad dura aproximadamente 7-10 dias y puede ser autolimitante.
En algunos casos se producen complicaciones. Las mujeres embarazadas pueden tener un
parto prematuro y es posible que muera el producto. También se pueden observar
endocarditis, miocarditis, enfermedad renal, hepatitis, anemia y signos neurolégicos tales
como encefalitis, meningitis y mielitis. Es posible la presencia de insuficiencia

multiorganica (Voigt et al. 2012).

El riesgo de psitacosis es mds alto en las personas que estan expuestas a las aves o
sus tejidos. Este grupo incluye duefios de aves, veterinarios, trabajadores de laboratorios,
empleados de negocios de mascotas y personas que trabajan con aves de corral (incluidos
los que trabajan en plantas procesadoras). Desde 1996, a nivel mundial se han reportado
casos de psitacosis que oscilan desde menos de 10 a més de 200 por afio; se cree que se
producen casos adicionales no diagnosticados o no informados. La incidencia anual
fluctda debido a los brotes. Actualmente, en los Estados Unidos se informan menos de 50

casos confirmados por afio (Dickx et al. 2010).
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Las infecciones en humanos son relativamente comunes después de la exposicion a aves
infectadas. En un brote, el 31% de los hogares que recibi6 aves domésticas de una bandada
infectada se enferm6 o desarroll6 anticuerpos contra C. psittaci. Muchas infecciones han

sido asociadas con aves domésticas, aviarios o palomares (Arraiz et al. 2012).

2.3 Enfermedades respiratorias causadas por otros microorganismos atipicos

Los estudios han demostrado que una amplia gama de patégenos puede causar
neumonia. Entre ellos se encuentra Mycoplasma pneumoniae, Chlamydophila
pneumoniae 'y Legionella pneumophila que son los causantes mas comunes de neumonia
atipica, estas representan aproximadamente el 15% de los casos de neumonia adquirida.
La principal bacteria causante de neumonia es Streptococcus pneumoniae, seguida de

Mycoplasma pneumoniae (Paul et al. 2009).

M. pneumoniae es un agente infeccioso comun de las vias respiratorias y se
transmite de persona a persona a través de aerosoles. La infeccién por este patégeno se
produce en todos los grupos de edad, aunque los nifios mayores y adultos jovenes se ven
afectos con mayor frecuencia que los otros grupos. Las manifestaciones clinicas van desde
casos leves de traqueobronquitis hasta la neumonia atipica grave y puede ser seguido por

un amplio espectro de complicaciones extrapulmonares (Dumke er al. 2015).

Las cepas de M. pneumoniae pueden dividirse en subtipos y variantes de acuerdo
con las diferentes secuencias en el gen que codifica para la adhesina P1 inmunodominante
principal. Debido a que los mycoplasmas no tienen pared celular, no son susceptibles a
los antibidticos batalactdmico, y macrdlidos que son generalmente aceptados como
agentes de primera eleccion para el tratamiento, especialmente en los nifios. Sin embargo,
las mutaciones en el locus 23S rRNA de MP se ha demostrado que da lugar a resistencia

a los macrélidos (Dumke et al. 2015).
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Por otra parte Legionella spp, son bacterias Gram-negativas con estrictos
requisitos de crecimiento, crecen en diversos medios selectivos y no selectivos y tienen
una apariencia de vidrio esmerilado. Las enfermedades legionarias son neumonias atipicas
que podrian clinicamente asemejarse a neumonias neumocdcicas o de otras bacterias. Los
resultados iniciales parecen indicar un sindrome clinico distinto, sin embargo algunos
estudios prospectivos han demostrado que las enfermedades de Legionella y 1a neumonia

neumocdcica podrian tener algunos hallazgos clinicos y radiografias similares (Lettinga

et al. 2003).

Los sintomas van desde una enfermedad leve a una neumonia grave que requiera
de ingreso hospitalario. Puede causar sintomas tales como dolor de cabeza, mialgia,
astenia y anorexia. La fiebre suele estar presente, excepto en algunos pacientes
inmunocomprometidos, y por lo general acompafiado por bradicardia relativa. La
presencia de manifestaciones gastrointestinales y neuroldgicas en pacientes con neumonia

debe sugerir la enfermedad del legionario (Cunha ef al. 2015).
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3. JUSTIFICACION

Las infecciones respiratorias cronicas de la via superior, son una de las causas mas
frecuentes de morbilidad en infantes menores de 18 afios de edad, en la gran mayoria de
los casos no se logra llegar al diagndstico del agente causal, 1o que ocasiona que este tipo

de infecciones se vuelvan recurrentes.

Estd ampliamente descrito en la literatura que microorganismos de
comportamiento bioldgico atipico estdn asociados con estas infecciones, tal es el caso de

algunos géneros de la familia Mycoplasmataceae y de la familia Chlamydiaceae.

Respecto a la familia Chlamydiaceae, la gran mayoria de los estudios se han
enfocado a investigar la asociacion de estas infecciones con C. pneumoniae, dejando de
lado la buisqueda de algunas otras especies que se han referido como posible causa de

infecciones respiratorias, tal es el caso de C. psittaci 'y C.trachomatis.

En México la incidencia global de las infecciones respiratorias agudas en México
es de 22.96%, mas no existen estudios de prevalencia de las infecciones respiratorias
cronicas. Estas pudieran ser mas frecuentes en la poblacion rural que se encuentra al
margen de la atencién médica especializada y estd expuesta a infecciones transmitidas por

animales domésticos con los que convive cotidianamente.

En regiones de clima tropical y subtropical del pais, pudieran existir infecciones
respiratorias por microorganismos atipicos nativos de este clima, con mayor frecuencia

que en otras poblaciones.

Esta investigacion, permitird conocer la incidencia real de Chlamydia spp. en la
poblacién infantil de una regién del sureste de México que presenta cuadros infecciosos

cronicos o persistentes de la via respiratoria superior.
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4. HIPOTESIS

Existe una alta prevalencia de Chlamydia spp. en infantes de una region del sureste

de México que presentan infecciones cronicas de tracto respiratorio superior
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5. OBJETIVO GENERAL

Determinar la prevalencia de Chlamydia spp. en nifios de una region del sureste de
Meéxico que padecen infecciones respiratorias crénicas y recurrentes de las vias

respiratorias altas y correlacionarla con el cuadro clinico.

OBJETIVOS PARTICULARES

1. Evaluar los hallazgos morfoldgicos y citopatolégicos presuntivos de la infeccion
por Chlamydia spp. en muestras de lavado nasofaringeo, bucofaringeo y exudado
faringeo empleando las técnica citologica de CIFAR-CF y citologia tefiidda con

Giemsa.

2. Determinar la presencia de Chlamydia spp. mediante amplificacion de dcidos

nucleicos (PCR).

3. Establecer parametros clinicos y citolégicos asociados a la infeccion por
Chlamydia spp. mediante la correlacion del cuadro clinico con los hallazgos

citoloégicos y la prueba de PCR.
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6. MATERIAL Y METODOS

6.1 Casos incluidos en el estudio

Para este trabajo se incluyeron 151 infantes (menores de 18 afios) que acudieron a
consulta general en Centros de Atencion Médica Comunitaria pertenecientes a la
Secretaria de Salud del estado de Tabasco, México, por patologias respiratorias
reincidentes o con signos y sintomas que indicaban cronicidad del proceso respiratorio.
Se excluyeron los pacientes de los cuales no se obtuvo la firma de consentimiento

informado por parte de sus padres o tutor.

Se recolectaron muestras de lavado nasofaringeo, bucofaringeo y exudado
faringeo de cada uno de los pacientes, la metodologia se explica ampliamente en las

secciones siguientes.

El muestreo se realiz6 en 2 etapas, en Mayo del 2015 se recolectaron 90 muestras
de poblacién pertenecientes al Ejido La Isla, municipio de Tenosique y posteriormente en
Junio del 2015 se recolectaron 60 muestras de poblacion perteneciente al municipio de

Huimanguillo, en la region llamada La Venta.

6.2 Toma de muestra

Exudado faringeo: Para la toma de este tipo de muestra, se les indicé a los padres
o tutores que el paciente deberia asistir sin aseo bucal y sin haber ingerido alimentos antes

del muestreo.

Se le explico brevemente al paciente y a los padres y/o tutores como se realizaria
la toma de la muestra, (es decir abrir la boca diciendo “ahh” y con un abatelenguas estéril

tocar la lengua presiondndola suavemente para abajo, se introdujo el hisopo estéril
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tocdndose las paredes y techo de la cavidad faringea, se le indic6 ademds, que este

procedimiento no causaria ningtiin malestar).

Se prepar6 el paquete con 3 hisopos (PROTECMR) y se le pidi6 al paciente que
abriera la boca y dijera “ahh”, con ayuda del abatelenguas se presion6 ligeramente para
tener acceso a la parte posterior de la garganta. Con el hisopo se froté la pared de la
garganta (utilizando un hisopo para la parte izquierda, otro para la parte derecha y tercer
hisopo para la parte posterior de la garganta), evitando tocar dientes y/o lengua con los
hisopos antes o después de la toma de la muestra. Al final se colocaron los 3 hisopos en

un tubo estéril de plastico de 10 ml (Fisherbrand).

Lavado nasofaringeo: Para la toma de este tipo de muestra, se le indic6 al padre
o tutor del paciente, que éste no debia limpiarse o sacudirse la nariz antes del

procedimiento, ademds de no ingerir agua ni alimentos.

Se les explico brevemente ademds, cudl seria el procedimiento de la toma de
muestra: “Con una jeringa sin aguja se le irrigard agua estéril por cada una de las fosas
nasales, evite tragarla y trate de recuperarla por la boca, o bien, recupérela por la otra
fosa nasal”. Para lograr esto, se tomd una jeringa estéril y se retiré la aguja, se recogieron
10 ml de solucién salina estéril. Se colocé al paciente con la cabeza ligeramente hacia
atrds; se vaciaron 5 ml de la solucién estéril por una fosa nasal presionando ligeramente
la otra fosa nasal por unos segundos para que no saliera la solucién que se estaba irrigado.
Se recogid el liquido irrigado liberado por las fosas nasales o bien por la boca en una
pomadera o frasco de plastico estéril; se realiz6 el mismo procedimiento con la otra fosa

nasal agregando los 5 ml de solucién salina restante.

En caso que el paciente no lograra realizar el procedimiento antes descrito, se
realizaba un lavado faringeo para lo cual el paciente debia hacer “gargaras” con 10 ml de
la solucién salina estéril y se recolectaban en la misma pomadera donde se recogi6 el
lavado nasofaringeo).

6.3 Procesamiento y preparacion inicial de las muestras
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El procesamiento inicial de las muestras se realiz6 en la Universidad del Valle de
México (UVM) campus Villahermosa en el estado de Tabasco y posteriormente se
enviaron al Laboratorio de Patobiologia del Departamento de Patologia la Facultad de

Medicina de la Universidad Auténoma de Nuevo Leon.

En la UVM se inici6 el procesamiento
de las muestras de lavado nasofaringeo
(Fig.6.1), esto consisti6 en la concentracion de
las muestras a un volumen determinado
mediante centrifugacion, para tal efecto se

realizé el procedimiento que a continuacion se

describe:

e

Fig.6.1 Personal de la UVM Area de la Salud,
procesando las muestras en el laboratorio.

Como paso inicial, se vertid el
contenido del contenedor estéril a un tubo de pléstico de 15 ml, se centrifug6 a 3500 rpm
por 10 min, se retird el sobrenadante y el precipitado (concentrado celular) se resuspendi6
aproximadamente en un volumen final de 1.5 ml de muestra el cual fue transferido a un

tubo Eppendorf de 1.5 ml.

Se colocaron las muestras en refrigeracion a 4°C hasta su envio para su

procesamiento citomorfolégico y microbioldgico final.

Al llegar al Laboratorio de Patobiologia de la Facultad de Medicina de la UANL
se centrifugaron a 3500 rpm por 10 min y se retir6 1ml de sobrenadante, concentrando la

muestra a un volumen final de 500 pl.

El tipo de muestra que se procesé inicialmente fueron las muestras de exudado
faringeo, donde los 3 hisopos se resuspendieron en 500 ul de amortiguador PBS estéril en
tubos Eppendorf de 1.5 ml, se centrifugé el resuspendido a 3500 rpm por 10 min y se

retiraron 200 pl de sobrenadante, quedando un volumen final de 300 pl por muestra.
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Como procesamiento final, se realiz6 una mezcla con las muestras de lavado
nasofaringeo o bucofaringeo y las muestras de exudado faringeo de cada uno de los
pacientes, ambas muestras se colectaron en un tubo Eppendorf de 1.5 ml y se
homogenizaron en un equipo vortex, posteriormente se centrifugaron a 3500 rpm por 10
minutos (Centrifuga refrigerada: LABNET, Modelo: PrismR) y se concentraron a un

volumen final de 500 pl.

6.4 Analisis de las Muestras

6.4.1 Analisis del cuadro clinico del grupo de pacientes estudiados.

Se evalué a los pacientes clinicamente y se llen6 un formato de entrevista clinica,

el cual incluyo los pardmetros més relevantes de la evaluacion diagnostica.

Nota: La entrevista fue llenada por el médico, y fue respondida por los padres o tutor del

menor (Indexada al final de esta seccion).

6.4.2 Evaluacion de los hallazgos citomorfologicos empleando las técnicas citoldgicas de

CIFAR-CF y Citologia teniida con Giemsa.

Las muestras respiratorias (exudado faringeo y lavado nasofaringeo/bucofaringeo)
se almacenaron a 4°C hasta el momento de la realizacién de las pruebas citoldgicas y
microbiolégicas. A continuacion se describe detalladamente cada uno de los

procesamientos de las muestras para la realizacién de la técnica citoldgica:

Técnica Citologia en Fresco de Alto Contraste v Alta Resolucion en Capa Fina (CIFAR-
CE)
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Se realiz6 como primer paso la resuspension del contenido celular empleando para
tal efecto tubos para microcentrifuga de 1.5 ml en los cuales se agregaron 500 ul de
amortiguador de fosfatos (PBS pH 7.4) estéril al contenido celular.

Posteriormente cada tubo se llevd a agitacion de baja intensidad con vortex para evitar
dafios a las estructuras celulares hasta que se resuspendiera el paquete celular. Para
recuperar el contenido celular, se centrifugé a 3000 rpm y el precipitado obtenido se
resuspendié en 100 ul de amortiguador PBS estéril para la realizacion de las pruebas

citolégicas y microbioldgicas.

Posteriormente, en 1 portaobjetos se colocaron 3 gotas separadas de 10 ul de la
suspension celular y a cada uno de ellos se agregaron 10 ul de rojo neutro, 10 ul de eosina
amarillenta y 10 ul de amortiguador de fosfatos respectivamente (Fig. 6.2). Se mezclaron
los reactivos con el contenido celular y se colocd un cubreobjetos de 22 x 22 mm. En
seguida se llevaron a observacion a 400 y 1000 aumentos empleando un microscopio de
campo claro (Marca: Carl Zeiss. Modelo: Axiostar) Los datos fueron registrados en un
diario de captura de resultados y posteriormente en una base de datos disefiada para tal
efecto.

Nota: El contenido celular sobrante fue congelado a —18°C para su uso posterior

en otras pruebas.

Fig. 6.2. Imagen que ilustra el procesamiento
de las muestras respiratorias para la
realizacion de la Citologia en Fresco de Alto
Contraste y Alta Resolucién.

Como resultados, se reportaron las observaciones de cuerpos de inclusién
presuntivos de Chlamydia spp intracelulares de localizacion perinuclear (color marrén
reaccion con el rojo neutro y color rojo claro reaccion con la eosina “y”), presencia de

bacterias, presencia de células epiteliales y presencia de detritus celulares.
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Tincion de Giemsa

Para esto, del concentrado celular obtenido anteriormente se tomaron 10 pl con los
que se realizd un frotis en un portaobjetos previamente identificado y se dejé secar a
temperatura ambiente. Una vez seca la muestra se procedio a su fijacion utilizando como
medio fijador el alcohol etilico al 70% (Marca: CTR) durante 10 min al cabo del cual de
nuevo se dejé secar a temperatura ambiente. Posteriormente se realizo la tincidn,
sumergiendo la preparacion en el colorante de Giemsa (solucion alcohdlica al 0.4%)
durante un lapso de 10 min, posterior al cual, las laminillas se lavaron en agua destilada
con un proceso de 10 inmersiones y se dejaron secando. En seguida se llevaron a
observacion a 400 y 1000 aumentos empleando un microscopio de campo claro (Marca:
Carl Zeiss. Modelo: Axiostar) Los datos fueron registrados en un diario de captura de

resultados y posteriormente en una base de datos diseiada para tal efecto
Como resultados se reportaron las observaciones de cuerpos de inclusion positivos
de Chlamydia (cuerpos baséfilos intracelulares de localizacidn perinuclear), presencia de

bacterias, presencia de células epiteliales y presencia de detritus celulares.

6.4.3 Técnicas moleculares para la deteccion microbiologica de Chlamydia spp.

Extraccion de ADN

Del concentrado celular obtenido previamente se tomaron 200 pl de muestra, para
realizar la extraccion de ADN. Como método de extraccion se empled el método
comercial Nucleospin ® Blood (Machery — Nagel GmBH & Co., Germany), realizando
el proceso de extraccion de acuerdo a la técnica recomendada por el fabricante (a
continuacion se describe):

Primeramente se colocé amortiguador BE a 70°C en la incubadora para utilizarlo
cuando la técnica lo indique. La muestra se colocé en un tubo Eppendorf de 1.5 ml
afadiéndose 1ml de amortiguador PBS. Cabe mencionar que cuando la muestra provenia

de un lavado faringeo no se agregd el amortiguador PBS. Se homogeniz6 con vortex por
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Imin posterior al cual el hisopo fue desechado. La solucién fue centrifugada a 3500 rpm
por 10 min al final del cual el sobrenadante fue decantado dejando solo el paquete celular
al que se le agregd 200 ul de amortiguador PBS, 200 ul de amortiguador B3 y 25 ul de

Proteinasa K, se homogeniz6 con vortex por 1 min y se incubé a 70°C, por 15 min.

Posteriormente se agregaron 210 pl de etanol absoluto y se homogenizé con vortex
por 1 min. Se recuperé el volumen total del tubo y se vacié en una columna de extraccion
con su tubo colector lo cual fue centrifugado a 11000 rpm por 1 min pasado esto se
desech¢ el tubo colector y se traspasé la columna a un tubo nuevo donde se agregé a la
columna 500 pl de amortiguador BW y se centrifugd a 11000 rpm por 1 min. De nuevo
se desecho el tubo colector y se traspasé la columna a un tubo nuevo donde se agregaron
600 ul de amortiguador B5 a la columna y se centrifugé a 11000 rpm por 1 min. Se
desecho el contenido del tubo colector y volvié a centrifugar a 11000 rpm usando el mismo
tubo. De la misma manera se desechd el tubo colector y se traspasé la columna a un tubo
Eppendorf de 1.5 ml. Se agregé a la columna 50 pl de amortiguador BE (amortiguador a
una temperatura de 70°C) incubandose 1 min a temperatura ambiente para posteriormente
centrifugar la columna con su tubo de recuperacién a 11000 rpm por 1 min y se desechd
la columna de extraccién. Finalmente se almacend el tubo de recuperaciéon con el ADN

extraido en el congelador a -20°C hasta su uso.

Como control de calidad del proceso se realizé la amplificacion del gen endogeno de f3-

globina

Debido a que el gen de B-globina estd presente en el ADN humano, se utilizé como
control de nuestras pruebas para verificar que la extraccion se hubiera realizado con éxito,

esto fue obteniendo un producto de 408 pb.

Para determinarlo, se esteriliz6 la superficie de trabajo de la cdmara de
amplificacion mediante luz UV por 20 min. y se descongelaron las muestras a procesar

ademds de los reactivos. Una vez esterilizada el drea de trabajo, se introdujeron los
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materiales y reactivos en la cdimara de amplificacion. Primeramente se realiz6 un mix de
reaccion segln el nimero de muestras que se agregd en un tubo estéril de 1.5 ml los
siguientes reactivos: 12.5 ul de Master mix, 2 pl de PrimerMix 10 pM (mezclar 2.5 pl de
cada primer en 20 pl de H>O mQ), 8 ul de H2O, todo lo anterior multiplicado por el nimero
de muestras a procesar. Las secuencias de los oligonucledtidos empleados fueron:
Forward B-globina 1: 5"GAA GAG CCA AGG ACA GGT AC 3" y Reverse B-globina 2:
5"GGA AAA TAG AAA ATA GGC AG 3'. En seguida se alicuotaron volimenes de 22.5
pl en tubos de 200 pl y se agreg6 2.5 ul de ADN templado a cada reaccion para completar
un volumen final de 25 pl. Para el control negativo se agregd 2.5 pl H20 mQ en lugar de
muestra y para el control positivo se agregd 2.5 ul de ADN de B-globina control. Las
reacciones se colocaron en el termociclador (Agilent Technologies SureCycler 8800) y
se comenzd con el programa de amplificacion predeterminado donde las condiciones de
amplificacion fueron 1 ciclo de desnaturalizacién inicial a 94°C por 5 min seguido de 35
ciclos de amplificacion comprendiendo el paso de desnaturalizacion a 94°C por 1 min,
alineamiento a 53°C por 1 min y elongacién a 70°C por 1 min finalizando con 1 ciclo de

elongacién final a 70°C por 10 min.

Los productos resultantes de la amplificacién fueron tefiidos y separados en un gel
de agarosa al 1% suplementado con bromuro de etidio (0.5pug/ml) y sometido a 150V
(Thermo SCIENTIFIC EC 300XL) por 120 min (THERMO SCIENTIFIC OWL
EASYCAST B2). Finalmente se visualiz6 el gel bajo luz UV en un transiluminador
(Benchtop UV- UVP).

Determinacion de la presencia de Chlamydia spp mediante amplificacién de acidos

nucleicos (PCR)
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Para la determinacion de bacterias del género Chlamydia se amplific la regién
génica correspondiente al dominio Il y IV gen ompA de Chlamydia spp, obteniéndose un

amplicén de 576 pb.

Primeramente, se esteriliz6 la superficie de trabajo de la cdmara de amplificacion
mediante luz UV por 20 min. y se descongelaron las muestras a procesar ademds de los
reactivos. Una vez esterilizada el drea de trabajo, se introdujeron los materiales y reactivos
en la cdmara de amplificacion. Primeramente se realiz6 un mix de reaccion segun el
nimero de muestras que se agregd en un tubo estéril de 1.5 ml los siguientes reactivos:
12.5 pl de Master mix, 2 pl de PrimerMix 10 uM (mezclar 2.5 pl de cada primer en 20 pl
de H,O mQ), 8 ul de H>0, todo lo anterior multiplicado por el nimero de muestras a
procesar. Las secuencias de los oligonucleétidos empleados fueron: Forward
191CHOMP: 5° GCI YTI TGG GAR TGY GGI TGY GCI AC 3” y Reverse CHOMP
371: 5 TTA GAA ICK GAA TTG IGC RTT IAY GTG 3°. En seguida se alicuotaron
volimenes de 22.5 ul en tubos de 200 ul y se agregé 2.5 pul de ADN templado a cada
reaccion para completar un volumen final de 25 pl. Para el control negativo se agreg6 2.5
ul H20 mQ en lugar de muestra y para el control positivo se agregd 2.5 ul de ADN de C.
trachomatis control. Las reacciones se colocaron en el termociclador (Agilent
Technologies SureCycler 8800) y se comenzé con el programa de amplificacion
predeterminado donde las condiciones de amplificacion fueron 1 ciclo de
desnaturalizacién inicial a 95°C por 2 min seguido de 40 ciclos de amplificacion
comprendiendo el paso de desnaturalizaciéon a 94°C por 1 min, alineamiento a 55°C por
30 seg y elongacién a 72°C por 1 min finalizando con 1 ciclo de elongacién final a 72°C

por 10 min.

Los productos resultantes de la amplificacién fueron tefiidos y separados en un gel
de agarosa al 1% suplementado con bromuro de etidio (0.5ug/ml) y sometido a 150V
(Thermo SCIENTIFIC EC 300XL) por 120 min (THERMO SCIENTIFIC OWL
EASYCAST B2). Finalmente se visualizé el gel bajo luz UV en un transiluminador
(Benchtop UV- UVP).
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Determinacién de la presencia de C. pneumoniae mediante amplificacion de dacidos

nucleicos (PCR)

Para la deteccion del ADN de C. pneumoniae se amplific la regiéon génica

correspondiente al gen rpoB de C. pneumoniae, obteniéndose un amplicén de 474 pb.

Primeramente, se esterilizo la superficie de trabajo de la cdmara de amplificacion
mediante luz UV por 20 min. y se descongelaron las muestras a procesar ademds de los
reactivos. Una vez esterilizada el drea de trabajo, se introdujeron los materiales y reactivos
en la cdmara de amplificacion. Primeramente se realiz6 un mix de reaccion segun el
numero de muestras que se agregd en un tubo estéril de 1.5 ml los siguientes reactivos:
12.5 pl de Master mix, 2 pl de PrimerMix 10 uM (mezclar 2.5 pl de cada primer en 20 pl
de H,O mQ), 8 ul de H>0O, todo lo anterior multiplicado por el nimero de muestras a
procesar. Las secuencias de los oligonucleétidos empleados fueron: Forward HL1: 5" GTT

GTT CAT GAA GGC CTA CT 3"y Reverse HR1: 5" TGC ATA ACC TAC GGT GTG
TT 3°. En seguida se alicuotaron volumenes de 22.5 ul en tubos de 200 ul y se agregé 2.5

ul de DNA templado a cada reaccion para completar un volumen final de 25 pl. Para el
control negativo se agreg6 2.5 ul H20 mQ en lugar de muestra y para el control positivo
se agregd 2.5 pl de ADN de C. pneumoniae control. Las reacciones se colocaron en el
termociclador (Agilent Technologies SureCycler 8800) y se comenzo6 con el programa de
amplificacion predeterminado donde las condiciones de amplificacién fueron 1 ciclo de
desnaturalizacién inicial a 95°C por 7 min seguido de 32 ciclos de amplificacion
comprendiendo el paso de desnaturalizacion a 94°C por 1 min, alineamiento a 55°C por
1.30 s y elongacién a 72°C por 1.45 min finalizando con 1 ciclo de elongacion final a
72°C por 7 min.

Los productos resultantes de la amplificacion fueron tefiidos y separados en un gel
de agarosa al 1% suplementado con bromuro de etidio (0.5ug/ml) y sometido a 150V
(Thermo SCIENTIFIC EC 300XL) por 120 min (THERMO SCIENTIFIC OWL
EASYCAST B2). Finalmente se visualizé el gel bajo luz UV en un transiluminador
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(Benchtop UV- UVP). Al corroborar la amplificacion del primer amplicon mediante el
andlisis en geles de agarosa, se procedi6 a realizar la PCR anidada a partir de este primer
producto de amplificacion, con esta segunda PCR anidada se amplifica una region interna
de la secuencia génica previamente amplificada generando un segundo amplicén de 128

pb.

Se esteriliz6 la superficie de trabajo de la cdmara de amplificacion mediante luz
UV por 20 min. y se descongelaron las muestras a procesar ademads de los reactivos. Una
vez esterilizada el drea de trabajo, se introdujeron los materiales y reactivos en la cimara
de amplificacién. Primeramente se realiz6 un mix de reaccién segin el nimero de
muestras que se agregd en un tubo estéril de 1.5 ml los siguientes reactivos: 12.5 pl de
Master mix, 2 ul de PrimerMix 10 uM (mezclar 2.5 pl de cada primer en 20 pl de H2O
mQ), 8 ul de H20, todo lo anterior multiplicado por el nimero de muestras a procesar.
Las secuencias de los oligonucledtidos empleados fueron: Forward N1: 5’AGT TGA
GCA TAT TCG TGA GG 37 y Reverse N2: 5" TTT ATT TCC GTG TCG TCC AG 3".
En seguida se alicuotaron volimenes de 20 pl en tubos de 200 pl y se agregd 5 ul de
amplificado previamente con HL1 y HR1 a cada reaccion para completar un volumen final
de 25 ul. Para el control negativo se agregd 5 pul H.0 mQ en lugar de muestra y para el
control positivo se agregd 0.5 ul de ADN de C. pneumoniae méas 4.5 ul de H.0 mQ. Las
reacciones se colocaron en el termociclador (Agilent Technologies SureCycler 8800) y
se comenzo con el programa de amplificacion predeterminado donde las condiciones de
amplificacion fueron 1 ciclo de desnaturalizacién inicial a 95°C por 7 min seguido de 32
ciclos de amplificacién comprendiendo el paso de desnaturalizacién a 94°C por 1 min,
alineamiento a 55°C por 1.30 seg y elongacion a 72°C por 1.45 min finalizando con 1

ciclo de elongacion final a 72°C por 7 min.

Los productos resultantes de la amplificacion fueron tefiidos y separados en un gel
de agarosa al 1% suplementado con bromuro de etidio (0.5ug/ml) y sometido a 150V
(Thermo SCIENTIFIC EC 300XL) por 120 min (THERMO SCIENTIFIC OWL
EASYCAST B2). Finalmente se visualizé el gel bajo luz UV en un transiluminador
(Benchtop UV- UVP).
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Determinacién de la presencia de C. trachomatis mediante amplificacién de &acidos

nucléicos (PCR).

Para la deteccion de la bacteria C. trachomatis se amplificé una region génica del

pldsmido criptico de C. trachomatis, obteniéndose un amplicén de 241 pb.

Primeramente, se esteriliz6 la superficie de trabajo de la cdmara de amplificacion
mediante luz UV por 20 min. y se descongelaron las muestras a procesar ademds de los
reactivos. Una vez esterilizada el drea de trabajo, se introdujeron los materiales y reactivos
en la cdmara de amplificacion. Primeramente se realiz6 un mix de reaccidon segun el
nimero de muestras que se agregd en un tubo estéril de 1.5 ml los siguientes reactivos:
12.5 pl de Master mix, 2 pl de PrimerMix 10 uM (mezclar 2.5 pl de cada primer en 20 pl
de H2O mQ), 8 ul de H>O, todo lo anterior multiplicado por el nimero de muestras a

procesar. Las secuencias de los oligonucle6tidos empleados fueron: Forward Kl1: 5 TCC

GGA GCG AGT TAC GAA GA 37y Reverse KI2: 5 AAT CAA TGC CCG GGA TTG
GT 3°. En seguida se alicuotaron volimenes de 22.5 pul en tubos de 200 pl y se agregd

2.5 ul de DNA templado a cada reaccién para completar un volumen final de 25 pl. Para
el control negativo se agregd 2.5 pl H20 mQ en lugar de muestra y para el control positivo
se agregd 1 pl de ADN de C. trachomatis genotipo LGV mas 1.5 pl de H20 mQ. Las
reacciones se colocaron en el termociclador (Agilent Technologies SureCycler 8800) y
se comenzd con el programa de amplificacion predeterminado donde las condiciones de
amplificacion fueron 1 ciclo de desnaturalizacion inicial a 95°C por 5 min seguido de 30
ciclos de amplificacion comprendiendo el paso de desnaturalizacion a 95°C por 1 min,
alineamiento a 55°C por 1 min y elongacién a 72°C por 1 min finalizando con 1 ciclo de

elongacion final a 72°C por 7 min.

Los productos resultantes de la amplificacion fueron tefiidos y separados en un gel
de agarosa al 1% suplementado con bromuro de etidio (0.5pug/ml) y sometido a 150V

(Thermo SCIENTIFIC EC 300XL) por 120 min (THERMO SCIENTIFIC OWL
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EASYCAST B2). Finalmente se visualizé el gel bajo luz UV en un transiluminador
(Benchtop UV- UVP).

6.4.4 Establecer pardmetros clinicos y citoldgicos asociados a la infeccién por Chlamydia

spp. mediante la correlacion del cuadro clinico con los hallazgos citoldégicos y la prueba

de PCR

Estadistica Descriptiva: Se resumieron las variables cualitativas, mediante el
célculo de las frecuencias absolutas y relativas en % y los Intervalos de Confianza (IC) al
95%. Las variables cuantitativas se resumieron mediante el cdlculo de medidas de
tendencia central media y/o mediana y, medidas de dispersion desviacion estdndar y/o

recorrido de la variable. Para el célculo del IC se determind el error tipico de la media.

Estadistica Inferencial: Para comparar las variables cualitativas entre grupos,
se utilizé la prueba Chi Cuadrada (correccion de Yate). Para el caso particular de tablas

de contingencia de 2X2 se aplicé la prueba exacta de Fisher.

En el caso de comparar variables cuantitativas entre grupos (positivos vs
negativos), en primer lugar se aplico una prueba para estudiar si la variable se ajusta a la
distribucién normal o no (Kolmogorov-Smirnov). En aquellos supuestos donde la variable
presentd una distribucién normal, para evaluar las posibles diferencias inter-grupos se
utiliz6 bien la prueba t de Student o el Anadlisis de Varianzas de uno o mas factores. Para
solucionar el problema de las comparaciones multiples se aplicé la correccion de

Bonferroni.

Cuando las variables no tuvieron distribucion normal se realizaron pruebas de
hipétesis no paramétricas (U Mann-Wihtney, Kruskal-Wallis), para las comparaciones

multiples se ajusté el valor de p por el método de Bonferroni.
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Los célculos se realizaron con el programa SPSS version 17. Para todos los

andlisis se aplicaron los criterios de a <0.05, 1-f =80 % y pruebas de dos colas.

33



MATERIAL Y METODOS

1. Entrevista clinica
Entrevista Clinica:

“Diagndstico de Chlamydia spp. en nifios con infecciones crénicas del tracto respiratorio
superior que acuden a consulta de pediatria en una regién de Tabasco”

Paciente:

Apellido Paterno Apellido Materno Nombres

Fecha: /] ] Sexo: Hombre ( ) Mujer( ) Fecha de Nacimiento:

Lugar de nacimiento:

Lugar y tiempo de residencia actual:

Lugar (es) de residencia anterior (es):

Teléfonos:

Le han diagnosticado o tratado:

1. Rinitis Si( ) No( )
Hace cuanto tiempo:

Causa aparente:

2. Sinusitis Si( ) No( )
Hace cuanto tiempo:

Causa aparente:

3. Faringoamigdalitis Si( ) No( )
Hace cuanto tiempo:
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Causa aparente:

4. Conjuntivitis Si( ) No( )
Hace cuanto tiempo:

Causa aparente:

5. Asma bronquial Si( ) No( )
Hace cuanto tiempo:

Causa aparente:

éAlguien de su familia presenta o ha presentado alguna de estas enfermedades?
Si( ) No()
Quien (es)?

Cual (es)?

Hace cudnto tiempo?

RINITIS O RINOSINUSITIS
Presenta alguno o varios de los siguientes sintomas:

1. Obstruccion nasal: Si( ) No( )
Matutina ( ) Nocturna ( ) Limita sus actividades: Si( ) No{( )
2. Escurrimiento nasal: Si( ) No( )
Escaso ( ) Abundante ( )
Moco cristalino ( ) Moco verde amarillento ( )  Moco café rojizo ( )
Constante ( ) Matutino ( ) Vespertino ( ) Nocturno ( )
3. Sangrado nasal: Si( ) No( )
4. Lagrimeo: Si( ) No( )
5. Estornudo: Si( ) Aislados ( ) Ensalva( ) No( )
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6. Prurito nasal o faringeo: Si( ) No( )
7. Ardor nasal o faringeo: Si( ) No( )
8. Descarga retronasal: Si( ) No( )
(Carraspera)
9. Tos: Si( ) Productiva( ) No Productiva( ) No( )
10. Dolor Facial: Si( ) No( )
11. Cefalea: Si( ) No( )
12. Ronquera: Si( ) No( )
13. Ronquido: Si( ) No( )
14. Disnea: Si( ) No( )
Utiliza medicamentos para esta enfermedad?  Si( ) No( )
Cudles?
Acude al médico: Si( ) No( ) Se auto medica:  Si( ) No( )

¢Cuanto duran los sintomas de la enfermedad?

De 1 a4semanas( ) De 4 a 8 semanas ( ) Mads de 8 semanas ( )

¢Cuantas veces aparece al ano?

2 veces al afio ( ) 4 veces al afio ( ) Mds de 4 veces al afio ( )

FARINGOAMIGDALITIS

1. Dolor/ardor faringeo: Si( ) No( )

2. Descarga retronasal: Si( ) No( )

(Carraspera)

3. Aspecto del Moco: Colorverde( ) Amarillento( )  Cristalino( )
Espeso( ) Liquido ( )
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4. Tos: Si( ) No( ) Productiva ( ) No Productiva ( )

5. Fiebre: Si( ) Ligera ( ) Alta( ) Constante ( ) Intermitente (
) No( )

6. Malestares generales: Si( ) No( )
Cansancio ( ) Dolor muscular () Debilidad ( ) Falta de apetito ( )

Dolores articulares ( ) Crisis de taquicardia en reposo ( )
Utiliza medicamentos para esta enfermedad?  Si( ) No( )
Cuales
Acude al médico: Si( ) No( ) Se auto medica:  Si( ) No( )
¢Cuanto duran los sintomas de la enfermedad?
De 1 a4semanas( ) De 4 a 8 semanas ( ) Mads de 8 semanas ( )
¢Cuantas veces aparece al afio?
2 veces al afio ( ) 4 veces al afio ( ) Mads de 4 veces al afio( )
CONJUNTIVITIS

Presenta o ha presentado alguna de las siguientes molestias oculares

1. Ardor/Comezon Si( ) No( )

2. Lagrimeo Si( ) No( )

3. Ojorojo Si( ) No( )

4. QOjo seco Si( ) No( )

5. Carnosidad Si( ) No( )

6. Secrecion Si( ) No( )
ASMA BRONQUIAL

Hace cuanto padece la enfermedad

Que medicamento usa

Utiliza algin medicamento de rescate? Si( ) No( )

Especifique
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Marque segtin la clasificacion del Asma bronquial (GINA) en donde se encuentre

Sintomas/Diurnos Sintomas/Nocturnos
PASO 1 < 1 vez a la semana
Intermitente () Asintomético y PEF normal entre ataques
PASO 2 > 1 vez a la semana pero < 1 vez al dia
Leve Persistente () Los ataques pueden afectar la actividad
PASO 3 Diarios
Moderado Persistente () Los ataques afectan la actividad
PASO 4 Continuos
Severo Persistente () Actividad fisica limitada

VIVIENDA

Material de construccion de la casa:

Cuenta con: Agua Potable ( )  Drenaje( ) Electricidad( ) Otro:

Cuantas personas habitan en la casa:

Tiene o ha tenido contacto con animales:

Perros () Cudntos? En qué forma: Constante () Esporddica ( )
Tiempo: Mds de 3 aiios () Mds de 6 meses () Mds de 4 semanas ( )

Gatos ()  Cudntos? En qué forma: Constante () Esporddica ()
Tiempo: Mads de 3 arios () Mds de 6 meses () Mds de 4 semanas ()

Aves de corral ( ) Cudntos? En qué forma: Constante () Esporddica (

)
Tiempo: Mads de 3 arios () Mds de 6 meses () Mds de 4 semanas ()

Aves silvestres () Cudntos? En qué forma: Constante ()
Esporddica ()
Tiempo: Mads de 3 arios () Mds de 6 meses () Mds de 4 semanas ()

Tiene criadero de animales: Si( ) No( ) Cudles?
Tiempo: Mds de 3 aiios () Mds de 6 meses () Mads de 4 semanas ()
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HISTORIA CLINICA DE INFECCION GENITOURINARIA FEMENINA

NOMBRE:
EDAD
Fecha del dltimo
Papanicolaou: _ Resultado:
Fecha de ultima
menstruacion: __________ Método anticonceptivo en
uso:

Niimero de
embarazos: _ Nuamero de abortos: Hijos

Vivos:
Edad del tltimo
hijo: __ Numero de parejas sexuales:

PADECE O HA PADECIDO ALUNA DE LAS SIGUIENTES MOLESTIAS:

Dolor o ardor al orinar Sangrado fuera del periodo menstrual
Deseos de volver a orinar cuando Flujo vaginal (amarillo, verdoso o
acaba de orinar blanco)
Orinar frecuentemente o levantarse en Flujo café antes o después de la
la noche a orinar menstruacion
Molestia en la relacion sexual Comez6n o ardor vaginal
Sangrado después de la relacién Dolor en el vientre (punzada o
sexual piquete aunque sea ocasional)

(LA HAN OPERADO ALGUNA VEZ? DE QUE

(LA HAN TRATADO POR INFECCION? CUAL

(QUE TRATAMIENTOS HA RECIBIDO?

(LE HAN DIAGNOSTICADO ALGUNO DE LOS SIGUIENTES PADECIMIENTOS?

Cancer o lesién maligna  ( Displasia leve o ( Virus del papiloma ()
) severa )

Fecha: Fecha: Fecha:

Herpes genital ( Condiloma o ( Chlamydia ()
) verrugas )

Fecha: Fecha: Fecha:
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Hongos vaginales ( Otros:

Fecha:

ALGUNA DE SUS PAREJAS HA PADECIDO:

Infeccidn urinaria Dolor testicular
Lesiones en genitales (ulceraciones,

erupcion, ampollas)

Prostatitis Infeccién por chlamydia
Ardor al orinar Condilomas genitales
Hongos Secrecidn uretral

ALGUNA DE SUS PAREJAS RECIBIO TRATAMIENTO ANTIBIOTICO

(CUAL? FECHA: TIEMPO DE USO:

Meédico que realiz6 la entrevista:

Nombre y firma
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CARTA DE CONSENTIMIENTO

Las infecciones respiratorias cronicas de la via superior, son una de las causas mas frecuentes de
enfermedad en nifios, sin embargo en la gran mayoria de los casos no se logra llegar al diagndstico
del agente causal, lo que ocasiona que este tipo de infecciones se vuelvan recurrentes. Estd
ampliamente descrito en la literatura que microorganismos de comportamiento biolégico atipico
podrian estar asociados con estas infecciones. Tal es el caso de algunos géneros de la familia
Mycoplasmataceae y de la familia Chlamydiaceae (bacterias). En la familia Chlamydiaceae la
gran mayoria de los estudios se ha enfocado a investigar la asociacién de estas infecciones con
Chlamydophila pneumoniae, dejando de lado la busqueda de algunas otras especies que se han
referido como posible causa de infecciones respiratorias, tal es el caso de Chlamydophila psittaci
y Chlamydia trachomatis. Esta investigacion permitird conocer la incidencia real de Chlamydia
spp en la poblacién infantil de una regién del Sureste de México, que presenta cuadros infecciosos
crénicos o persistentes de la via respiratoria superior.

Chlamydia trachomatis es la principal bacteria de transmision sexual. En los casos de infecciones
respiratorias se ha observado predominantemente la afeccidn de nifios recién nacidos los cuales
contraen la infeccién del tracto genital de la madre.

Aproximadamente de 50 a 75% de los recién nacidos de madres infectadas por Chlamydia
trachomatis, adquieren la infeccién por dicho patégeno en uno o mads sitios anatémicos,
incluyendo conjuntiva, regién nasofaringea, recto y vagina. De éstos, la conjuntiva y region
nasofaringea son los sitios mas comunmente afectados, llegando a causar obstruccién de la via
aérea y en casos mas severos causar asma.

Chlamydophila pneumoniae, causa enfermedades respiratorias que se caracterizan por un proceso
inicial de faringitis y ronquera siguiendo con sintomas de infeccién respiratoria del tracto inferior.
Esta bacteria causa la neumonia atipica en nifios pequefios, puede ser transmitida de persona a
persona por medio de las secreciones respiratorias

Chlamydophila psittaci tiene una amplia variedad de hospederos. Se ha observado que afecta no
solo a las aves y al ser humano, sino también al ganado vacuno, a las ovejas, a los cerdos, a los
caballos y a otros animales.

En los humanos, esta enfermedad se denomina psitacosis. Esta bacteria es un patégeno
respiratorio, de hecho el término “infeccion respiratoria chlamydial” fue considerado como
sinénimo de psitacosis (u ornitosis). Las infecciones son particularmente comunes entre los loros
y las palomas, aunque probablemente sean susceptibles la mayoria o todas las especies de aves.
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Mientras que Chlamydophila pneumoniae y Chlamydia trachomatis son casi exclusivamente
microorganismos causantes de enfermedad en el humano, Chlamydophila psittaci causa una
infeccién primaria en aves y en mamiferos domésticos pudiéndose ocasionar una infeccion
zoondtica secundaria en humanos al inhalar polvo, plumas o secreciones y excreciones en
aerosoles contaminados con esta bacteria. Sin embargo también la infeccién entre persona y
persona es posible.

Si usted decide tomar parte de este estudio, serd entrevistado(a) en este momento. Se le aplicard
un cuestionario de seleccién multiple sobre datos clinicos relacionados con la salud respiratoria
de su hijo y datos ginecoldgicos y reproductivos de la madre, factores probables de riesgo, factores
de proteccion, entre otras. La entrevista durard aproximadamente 20 minutos.

No existe costo 0 compensacion por participar en este estudio. Anticipamos que no sufrird riesgo
o malestar durante la entrevista. Todo lo que aprendamos de usted en este estudio, serd
confidencial. Si publicamos los datos del estudio en una revista cientifica o en un libro, no se le
identificard de manera alguna. La forma de consentimiento y el cuestionario serdn almacenados
en un gabinete bajo llave en el drea de Investigacién del Departamento de Patologia de la Facultad
de Medicina de la UANL.

La decisién de tomar parte en este estudio es voluntaria. Usted es libre de elegir si participan o
no en este estudio. Si decide participar, puede detener la entrevista en cualquier momento si se
siente incomodo. Si decide no participar o suspender la entrevista esto no afectara la atencién
médica que reciban en este centro de salud.

Respecto a la toma de muestras, siéntase seguro que serdn realizadas por personal del drea médica
(que previamente ha recibido instruccion y estan calificadas para hacerlo), en un lugar con los
medios adecuados de higiene, privacidad y comodidad y de forma unica de los sitios ya
informados.

-Exudado faringeo: se realizard un leve raspado de la garganta mediante un hisopo (cotonete)
estéril.

-Lavado nasofaringeo: se irrigard solucion salina estéril por cada fosa nasal con una jeringa sin
aguja y se obtendra por la boca en un frasco estéril.

NO CAUSA MOLESTIA NINGUNO DE LOS DOS PROCEDIMIENTOS

Cada muestra serd identificada con un ndmero de registro y etiquetada con el nombre completo
del paciente, el tipo de muestra vy la fecha de la obtencidn.

YO

AUTORIZO que se practique una toma de exudado faringeo con hisopo y lavado nasofaringeo
con solucién estéril al menor quien es mi
(hijo, sobrino, nieto, tutorado, etc.)
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Lo anterior con fines de investigacion, y/o tratamiento de padecimientos que afecta y puede
constar en el expediente clinico (en caso de existir en la institucion). Todo ello en los términos de
los articulos 80, 81 y 83 del reglamento de la Ley General de Salud en materia de prestacién de
servicio de atencién medica en vigor. Se autoriza al personal de salud para la atencién de
contingencias derivadas del acto autorizado, atendiendo al principio de libertad prescriptiva.

Manifiesto que he sido informado claramente de los fines de este documento, el procedimiento
diagnostico y/o terapéutico que se propone, de los riesgos inherentes al mismo por lo cual declaro
mi conformidad con la presente autorizacién.

Firma Testigo

Testigo Fecha y hora
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FORMATO DE RESULTADOS

Nombre del Paciente:
Espécimen Bioldgico: Fecha:
Meétodo Citoldgico: Folio:

PARAMETROS CITOLOGICOS ASOCIADOS A INFLAMA CION

LEUCOCITOS: MACROFAGOS: CEL’S
EPITELIALES:

Activos: Activos: Inclusiones:

Inactivos: Inactivos: Autolisis:
Inclusiones: Inclusiones: Fagocitosis:
Autdlisis: Autolisis: Bacterias:
Fagocitosis: Fagocitosis: Bact. Movimiento:
Bacterias: Bacterias: Detritus Celulaes:
Bact. Movimiento: Bact. Movimiento: Eritrocitos:

0 = Ausente; 1= Escaso (1-2/c); 2=Moderado (3-5/c); 3=Abundante (6-10/c)
4= Muy abundante (>10/c)

PRESENCIA DE BACTERIAS
2| 2 g = = 2 Observaciones:
2 8|S 2| 8|2 3.5
S| | 2| 8| & EF EF ¢
Sl E| gl |22 ¢
ol 2| 5|0 &) =
Numero/ campo
Libres
Con Movimiento
Asociadas en PARES
Asociadas en CADENAS
Asociadas en RACIMOS
Formacion de PLACAS
Adheridos a células
Epiteliales
Dentro a células Epiteliales
Adheridos a Leucocitos
Dentro de Leucocitos
Adheridos a Macréfago
Dentro de Macréfago
INMUNOFLUORESCENCIA
Observaciones:
CE CI
Chlamydia spp.

Chlamydia trachomatis
Chlamydophila pneumoniae
Chlamydophila psittaci
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7. RESULTADOS

Los resultados que a continuacién se presentan, se obtuvieron cumpliendo con
cada uno de los objetivos planteados, para tal efecto se analiz6 la base de datos creada
para la captura de los resultados de cada una de las variables y que son producto del
andlisis clinico, citolégico y molecular de las muestras de los pacientes incluidos en este

trabajo.

En primer término, se presentan los resultados que describen la muestra de
pacientes que fueron incluidos en este estudio y las localizaciones geograficas de las
comunidades de la poblacién participante, describiendo las caracteristicas climatolégicas
y sociodemogréficas presentes en estas comunidades y documentamos mediante imagenes
las caracteristicas de vivienda de los pobladores de las comunidades participantes, datos
que nos ayudan a comprender y que justifican plenamente la selecciéon de estas
poblaciones como sujetos de estudio. Seguido de esto, presentamos las variables
demograficas de la poblacion estudiada. Como siguiente punto, presentamos los
resultados clinicos mas significativos obtenidos mediante una entrevista personal

realizada a los padres o tutores de los infantes incluidos en este trabajo.

Posteriormente presentamos los resultados citologicos obtenidos mediante el
andlisis empleando las técnicas de Citologia en Fresco de Alto Contraste y Alta
Resolucién en Capa Fina (CIFAR-CF) y la Citologia contrastada con el colorante de
Giemsa, con estos resultados documentamos los cambios citomorfoldgicos,
microbioldgicos y de inflamacién observadas en las muestras respiratorias obtenidas de
los sujetos de estudio. En una siguiente seccion se presentan los resultados del estudio
molecular de la presencia de microorganismos perteneciente al género Chlamydia'y en la
ultima seccion comparamos los hallazgos clinicos y citolégicos de los grupos de

pacientes positivos y negativos analizando si existe una correlacién entre ellos.
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7.1 Descripcion de la poblacion objeto de estudio

De acuerdo con el Instituto Nacional para el Federalismo y el Desarrollo
Municipal, Tenosique es un municipio del estado mexicano de Tabasco. Esta localizado
en la regidn de los rios, su cabecera municipal es la ciudad de Tenosique de Pino Suérez y
cuenta con una division constituida, ademds, por 73 ejidos, 15 rancherias y 11 poblados.
Su extension es de 2,098.1 km?2, los cuales corresponden al 7.55% del total del estado; esto
coloca al municipio en el sexto lugar en extension territorial del estado. Se encuentra
regado por los rios Usumacinta y San Pedro Mdrtir. El primero tiene raudales en la parte
alta como el San José, Agua Azul, Anité y el de Colorado. El San Pedro Martir proviene
del Petén, Guatemala, se interna a territorio mexicano en €éste municipio, desplazandose
hacia el norte en busca del vecino municipio de Balancdn donde se une al rio Usumacinta.

(INAFED, 2016)

Existen una gran cantidad de lagunas y arroyos entre los que destacan la laguna de
Canitzan, El Puctén, Laguna Grande, Laguna Chica, El Mait y Ensenada, asi como el
arroyo Poleva.El municipio de Tenosique limita al norte con el municipio de Balancén, al
sur y al este con la Republica de Guatemala, y al oeste con el municipio de Emiliano
Zapata y con el estado de Chiapas. Este municipio, goza de un clima calido-humedo, el
cual conlleva lluvias en todo el afio, pero a la vez es altamente caluroso, en tiempo de
marzo a junio el termémetro puede alcanzar los 37° C y hasta 47 °C, con lluvias
mayormente de julio a diciembre, concordando con la época de huracanes, los cuales solo

llegan vestigios de estos, ya que por sus elevaciones impiden el paso total de los mismos.

Se encuentran algunas areas de selva media perennifolia, con drboles de méas de 30
metros de altura; la vegetacion ha sufrido una tala intensiva en favor de la ganaderia.
Constituye uno de los ultimos refugios de la fauna tropical del pais, ya que todavia
sobreviven el venado, el tucan, la guacamaya, el loro, el faisdn, la tutupana, el armadillo,
el mono, el tepezcuintle y el puerco de monte, entre otras especies.

Asi mismo, Huimanguillo es el municipio que se localiza en la regién de la

Chontalpa y tiene como cabecera municipal a la ciudad de Huimanguillo, ubicdndose al
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este del estado. Colinda al norte con el municipio de Cardenas, al sur con los estados de
Chiapas y Veracruz, al este con el estado de Chiapas y al oeste con el estado de Veracruz.
Este municipio estd irrigado por los rios: Mezcalapa, proveniente del estado de Chiapas,
que atraviesa todo el costado oriente del municipio pasando a un lado de la cabecera
municipal; el Blasillo, localizado en la parte norte del municipio entre Villa La Venta y
Blasillo, y que es brazo del rio Tonal4; el Tancochapa, que sirve como limite con el estado
de Veracruz y toma el nombre de rio Tonal4 al este de Villa La Venta. Tiene dos tipos de
clima: el cdlido humedo con abundantes lluvias en verano con cambios térmicos en los
meses de diciembre y enero, siendo en mayo su media mensual con 30.6°C; a la vez, la
maxima y minima absoluta alcanzan los 45°C y 14°C, respectivamente, el clima cdlido
himedo con lluvias todo el afio se da en la parte del sur y sureste del municipio. Cuenta
con areas de vegetacion diversa, desde selva hasta sabanas. Su fauna es escasa en gran
medida por la falta de vegetacion, sin embargo, se pueden mencionar algunas especies

como el saraguato, conejo, tepezcuintle, tortuga y gran variedad de péjaros (Fig. 7.1).

Fig. 7.1. Imagen en la que se documentan las condiciones de vivienda de habitantes de las comunidades
seleccionadas para el presente estudio.

7.2 Resultados demogrdficos
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En este estudio se incluyeron 151 infantes (<18 afios) que asistieron a Centros de
Atencién de Salud pertenecientes a la Secretaria de Salud del Estado de Tabasco, cuya
sintomatologia presentada por el paciente se encontraban cuadros compatibles con
infecciones respiratorias reincidentes. Las muestras fueron recolectadas en los meses de

mayo y junio del 2015.

Los pacientes fueron seleccionados de acuerdo al cumplimiento de los criterios de
inclusién redactados en el capitulo de Material y Métodos de este trabajo, aquellos que no
cumplieron con estas condiciones de inclusion fueron descartados de este proyecto. Las
comunidades de las cuales se obtuvieron muestras fueron: la Ciudad de Tenosique de Pino
Suarez, El Ejido La Isla el cual pertenece al Municipio de Tenosique de Pino Sudrez y

Comunidad La Venta perteneciente al municipio de Huimanguillo (Fig. 7.2).

La Venta
44.4%

Tenosique Cabecera
Municipal
35.8%

Ejido Lalsla
20.5%

Lemalanalg

Fig. 7.2. Imagen que esquematiza la division politica del estado de Tabasco y la localizacién de los Centros
de Salud Comunitarios en los cuales se realizé el muestreo.

El120.5% (31/151) de los infantes residian en el Ejido la Isla, el 35.8% (54/151) en
Tenosique de Pino Sudrez, el 40.4% (61/151) de La Venta, Tabasco. El 3.3% (5/151)
restante no indicaron su lugar de procedencia.

De los 151 infantes incluidos en el estudio, el 42.4% (64/151) fueron del género
femenino, el 56.3% (85/151) del género masculino y de 2 infantes (1.3%) no se contd con

esta informacion (Fig. 7.3).
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Sexo de los pacientes
1.3%

4 Femenino

#Masculino

.1Desconocido

Fig. 7.3 Sexo de los pacientes.

Del total de pacientes incluidos en esta investigacion, mas del 86% eran menores

de 10 afios y de éstos, el 45% (68/151) eran menores de 4 afios, mientras que el 41.1%

(65/151) se encontraban entre el rango de 5 a 10 afios de edad, y el 10.6% (13/151) entre

los 10 y los 18 afios, del 3.3% (5/151) no se contaba con la informacién de la edad (Tabla

7.1).
Edad (Rango) % (n/N Total)
<de 4 afios 45 (68/151)
5-10 afios 41.1 (65/151)
10 a 18 afios 10.6 (13/151)
Sin datos 3.3 (5/151)

Tabla 7.1 Rangos de edad de los pacientes y su proporcion.

7.3 Resultados clinicos

Entre los antecedentes clinicos que refirieron los pacientes (informacién

proporcionada por los padres o tutores) se encontraban de manera significativa la rinitis,
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en el 79.5% (120) de los pacientes, asi mismo, el 47% (71) de los pacientes presentaban
sinusitis, por otra parte, el 81.5% (123) refirieron presentar un cuadro de
faringoamigdalitis, el 60.3% (91) presentaban conjuntivitis, el 41.1% presentaban cuadros
compatibles con asma, el 78.8% (119) presentaban obstruccién nasal, el 79.5% (120)
refirieron presentar escurrimiento nasal, el 76.2% (115) presentaban lagrimeo, el 77.5%
manifestaron presencia de estornudos, el 74.2% de los pacientes presentaban prurito nasal
o faringeo, el 76.2% presentaban ardor nasal o faringeo, el 76.8% manifestaban presentar
descarga retronasal, el 74.8% presentaban tos, el 53% manifesté presentar dolor facial, el
54.3% (82) presentaban cefalea, el 54.3% presentaba ronquera, el 51.7% presentd
ronquido y el 52.3% (79) presentaron disnea (Fig 7.4).

Vd Vd
Signos y Sintomas
Disnea 52.3
Ronquido 51.7
Ronquera 54.3
Cefalea 543
Dolor Facial 53
§ Tos 74.8
:'_E Descarga retronasal 76.8
< Ardor Nasal o faringeo 76.2
% Prurito Nasal o faringeo 74.2
'g Estornudo 71.5
2 Lagrimeo 76.2
SE Escurrimiento Nasal 79.5
S Obstruccion Nasal 78.8
Asma 41.1
Conjuntivitis 60.3
Faringoamigdalitis 81.5
Sinusitis 47
Rinitis 79.5
Valor procentual %

Fig. 7.4 Signos y sintomas manifestados por los pacientes y su proporcion.
7.4 Resultados citologicos

En la Tabla 7.2 se presentan los resultados del andlisis citoldgico con la técnica

CIFAR-CF y de la citologia contrastada con el colorante GIEMSA, de acuerdo a los datos
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citolégicos que obtuvimos por la técnica de CIFAR-CF, se encontré que el 10.6% (16/151)
de muestras respiratorias presentaron inclusiones presuntivas para Chlamydia spp,

mientras que el 89.4% (135/151) de las citologias fueron negativas (Fig. 7.5 y 7.6).

Citologias

n/N total ~ Porcentaje

Positivo 16/151 10.6

CIFAR
Negativo 135/151 89.4
Gi Positivo 31/151 20.5
1M Negativo  120/151 79.5

Tabla 7.2. Resultados citologicos del andlisis de la presencia de cuerpos de inclusién de Chlamydia spp.

Fig. 7.5 Citologia en Fresco de Alto Contraste y Alta Resolucion. Células epiteliales con inclusiones
citoplasméticas de Chlamydia spp (€). Microscopia de campo claro 40x. Medio de contraste: Rojo Neutro
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Fig. 7.6 Citologia en Fresco de Alto Contraste y Alta Resolucién. Células epiteliales con inclusiones
citoplasméticas de Chlamydia spp (€). Microscopia de campo claro 40x. Medio de contraste: Eosina Y

En el caso de los resultados realizando citologia contrastada con Giemsa nos
indicaron que el 20.5% de muestras presentaron inclusiones presuntivas para Chlamydia

spp., mientras que el 79.5% de las muestras fueron negativas (Fig. 7.7).

Fig. 7.7 Células epiteliales con abundantes bacterias observadas por tincién de Giemsa. (A), y células
epiteliales con inclusiones citoplasmdticas de Chlamydia spp (€). Microscopia de campo claro 40x (A-B
Y C) 100x (D).

52



RESULTADOS

Al indagar la presencia de marcadores indicativos de un proceso inflamatorio
como la presencia de leucocitos o algunos otros microorganismos como bacterias y
levaduras, analizamos las muestras respiratorias del grupo de pacientes de este trabajo,

encontrando prueba evidente de la presencia de un proceso inflamatorio (Tabla 7.3).

Los hallazgos citoldégicos mds representativos y que se observaron en los
especimenes clinicos evaluados incluyeron la presencia de células epiteliales, las cuales,
en el 21.2% (32/151) fueron abundantes, en el 43.7% (66/151) fueron moderadas, en el
33.8% (51/151) fueron escasas mientras que solo en el 1.3% (2/151) de las muestras
estuvieron ausentes (Fig. 7.8 y 7.9). Los detritus celulares estuvieron presentes de manera
abundante en el 24.5% (37/151) de las muestras estudiadas, mientras que en el 47.7%
(72/151) fueron moderados, en el 17.9% (27/151) estuvieron escasos y no se observaron

enel 9.9% (15/151) (Fig. 7.9 y Tabla 7.3).

Fig. 7.8 Citologia en Fresco de Alto Contraste y Alta Resolucion. A y B: Células epiteliales formando placas
con Levaduras (*). (Medio de contraste: Eosina Y). C y D: Células epiteliales y pseudohifas (Medio de
contraste: Rojo Neutro). Microscopia de campo claro 40x.
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Fig. 7.9 Citologia en Fresco de Alto Contraste y Alta Resolucién. A, B y C: Placas de detritus celulares. D:
Células epiteliales formando placas. Microscopia de campo claro 40x. Medio contrastado con Rojo Neutro
(AyC)yEosinaY (ByD).

Las inclusiones celulares (no presuntivas de Chlamydia spp) estuvieron presentes
de manera abundante en el 6% (9/151) de las muestras, mientras que fueron moderadas
en el 21.2% (32/151), las encontramos presentes de manera escasa en el 22.5 % (34/151)

y estuvieron ausentes en el 50.3% (76/151) (Fig. 7.10).

Fig. 7.10 Citologia en Fresco de Alto Contraste y Alta Resolucién. Células epiteliales con inclusiones
citoplasmaticas no presuntivas de Chlamydia spp. Microscopia de campo claro 40x (A, By C.) 100X (D).
Medio contrastado con Eosina Y (A y C) y Rojo Neutro (B y D).
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Como parte de la evaluacion citolégica, también se indagd la presencia de
microorganismos. Se observd la presencia de bacterias en el 1.3% (2/151) de manera
abundante, en el 6.6 % (10/151) de los casos fueron moderadas, en el 8.6 % (13/151)
estuvieron escasas y en el 83.4 % (126/151) estuvieron ausentes. Por otra parte, la
presencia de levaduras fue abundante en el 7.3 % (11/151) de los casos, mientras que en
el 15.2 % (23/151) fueron moderados, en el 27.2 % (41/151) escasos y en el 50.3 %
(76/151) estuvieron ausentes (Fig. 7.8).

Se realiz6 el resumen de los resultados citolégicos de las muestras respiratorias
analizadas (Tabla 7.3), en donde se pudo observar el comportamiento en la presencia o
ausencia de variables citologicas como células epiteliales, detritus celulares, inclusiones
celulares (no compatibles con Chlamydia spp), y microorganismos como bacterias y

levaduras.

Hallazgos citoldogicos en el grupo de pacientes incluidos en el estudio
Ausente Escaso Moderado Abundante

Células Epiteliales 1.3 % 33.8 % 43.7 % 21.2 %
(2/151) (51/151) (66/151) (32/151)

Detritus celulares 9.9 % 17.9 % 47.7 % 24.5%
(15/151) (27/151) (72/151) (37/151)

Inclusiones celulares 50.3 % 22.5 % 21.2 % 6 %

(76/151) (34/151) (32/151) (9/151)

Bacterias 83.4 % 8.6 % 6.6 % 1.3 %
(126/151) (13/151) (10/151) (2/151)

Levaduras 50.3 % 27.2 % 15.2 % 7.3 %
(76/151) (41/151) (23/151) (11/151)

*muestra/total

Tabla 7.3 Resultados citolégicos de las muestras respiratorias del grupo de pacientes incluidos en el estudio.
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7.5 Resultados microbiologicos mediante la reaccion de amplificacion de dcidos

nucleicos (PCR)

Para la deteccion microbioldgica mediante amplificacion de 4cidos nucleicos de
Chlamydia spp, C. pneumoniae 'y C. trachomatis, se realizd primeramente la deteccion del
gen de B-globina lo que aseguro la presencia de ADN y por ende un proceso de extraccion

de calidad (Fig. 7.11).

L: Marcador de Peso Molecular
CN: Control Negativo

CP: Control Positivo

PX1: Paciente 1

PX2: Paciente 2

PX3: Paciente 3

Amplicon
408 pb —

Fig. 7.11 Imagen que muestra los resultados de la amplificacién de una regién génica para la deteccion del
gen de la B-globina, empleada como control interno de extraccion.
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Para la detecciéon de Chlamydia spp obtuvo un amplicén de 576 pb; de las 151
muestras analizadas no se observé la banda de amplificacion en ninguna de ellas, lo que

indica que no estaba presente el ADN de este género bacteriano (Fig. 7.12).

L: Marcador de Peso Molecular
CP: Control Positivo

CN: Control Negativo

PX1: Paciente 1

PX2: Paciente 2

PX3: Paciente 3

PX4: Paciente 4

PX5: Paciente 5

PX6: Paciente 6

Amplicon
576 pb —

Fig. 7.12 Imagen que muestra los resultados de la amplificacion de una regién génica para la identificacion
de Chlamydia spp.
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Para la deteccion de C. trachomatis obtuvo un amplicoén de 241 pb; encontrando

que tampoco se observé banda de amplificacion en ninguna de las 151 muestras analizadas

(Fig. 7.13)

L: Marcador de Peso Molecular
CP: Control Positivo

CN: Control Negativo

PX1:
PX2:
PX3:
PX4:
PX5:
PX6:
PX7:

Paciente 1
Paciente 2
Paciente 3
Paciente 4
Paciente 5
Paciente 6
Paciente 7

Amplicon
241 pb

L CP CN PX1 PX2 PX3 PX4 PXS PX6PX7

-

——

Fig. 7.13 Imagen que muestra los resultados de la amplificacion de una regién génica para la identificacion
de C. trachomatis.
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Mientras que para C. pneumoniae se realiz6 la amplificacion de una region génica
que genera un amplicén de 474 pb; de las 151 muestras analizadas no se observé banda

de amplificacién en ninguna de ellas (Fig. 7.14).

CN: Control Negativo

CP: Control Positivo

PX1: Paciente 1

PX2: Paciente 2

PX3: Paciente 3

PX4: Paciente 4

PX5: Paciente 5

L: Marcador de Peso Molecular

Amplicon
474 pb —

Fig. 7.14 Imagen que muestra los resultados de la amplificacién de una regién génica para la identificacién
de C. pneumoniae.

59



RESULTADOS

7.6 Comportamiento clinico y microbiologico en los grupos Chlamydia spp. positivos y

negativos mediante la CIFAR-CF.

Con el propésito de encontrar indicadores clinicos y/o citoldgicos que fueran
caracteristicos del proceso infeccioso respiratorio en el grupo de infantes estudiados, se
dividieron en dos grupos: grupo presuntivo positivo y grupo presuntivo negativo para
Chlamydia spp mediante la evaluacidn citoldgica (Tabla. 7.4). La presencia de células
epiteliales presentd diferencia significativa entre ambos grupos; se observo en el grupo
presuntivo positivo un rango promedio de 90.21 mientras que el grupo presuntivo negativo
presentd un rango promedio de 70.52 (p=0.080), las variable de detritus celulares,
inclusiones citoplasmadticas, bacterias y levaduras, no mostraron diferencia significativa
al realizar el comparativo de resultados entre ambos grupos por la Prueba U de Mann

Whitney.

Hallazgos citologicos en los grupos presuntivos positivos y negativos de

Chlamydia spp.
Negativos Positivos Valor p

N=109 N=42
Células epiteliales R.P.=70.52 R.P=90.21 p=0.080*
Detritus celulares R.P.=73.77 R.P.=81.80 p=0.273
Inclusiones citoplasmaticos R.P=77.75 R.P=71.45 p=0.389
Bacterias R.P=76.99 R.P=73.43 p=0.488
Levaduras R.P=76.06 R.P=75.83 p=10.975

Tabla 7.4 Tabla comparativa de los resultados citolégicos entre los grupos positivos y negativos mediante
la técnica CIFAR-CF.

Al realizar el comparativo de la presencia o ausencia de pardmetros clinicos entre
los grupos presuntivos empleando la técnica citolégica de CIFAR-CF, observamos que la
variable clinica RONQUERA present6 diferencia significativa al realizar el comparativo
entre ambos grupos (p=0.049), otro parametro clinico en el que se observé una marcada
tendencia a estar presente con mayor frecuencia en el grupo de presuntos positivos fue la
faringoamigdalitis (p=0.192), la obstruccion nasal fue una variable clinica que también se
observé mds acentuada en el grupo de presuntos positivos (p=0.207), el escurrimiento

nasal (p=0.285), lagrimeo (p=0.550), el prurito y el ardor nasal o faringeo también se

60



RESULTADOS

vieron mds acentuadas en el grupo presuntivo positivo, asi mismo la descarga retronasal

(Tabla 7.5).

Manifestaciones Clinicas en los grupos Positivos y Negativos presuntivos
de Chlamydia spp.

Rinitis
Sinusitis
Faringo-amigdalitis
Conjuntivitis
Asma
Obstruccion nasal
Escurrimiento nasal
Lagrimeo
Prurito nasal o faringeo
Ardor nasal o faringeo
Descarga retronasal
Dolor facial
Cefalea
Ronquera
Ronquido

Disnea

SI
NO
SI
NO
SI
NO
SI
NO
SI
NO
SI
NO
SI
NO
SI
NO
SI
NO
SI
NO
SI
NO
SI
NO
SI
NO
SI
NO
SI
NO
SI
NO

Positivos
33 (22.1%)
9 (6%)
16 (11.4%)
21 (15%)
37 (24.8%)
5 (3.4%)
22 (15.5%)
17 (12.0 %)
15 (10.9%)
53 (38.4%)
33 (26.6%)
0 (0%)
33 (26.6%)
0 (0%)
33 (26.6%)
0 (0%)
30 (24.4%)
3(2.4%)
31 (25%)
7 (5.6%)
31 (25%)
2 (1.6%)
18 (14.6%)
14 (11.4%)
18 (14.6%)
14 (11.4%)
17 (13.8%)
26 (21.1%)
17 (13.8%)
15 (12.2%)
17 (13.7%)
16 (12.9%)

Negativos
87 (58.4%)
20 (13.4%)
55 (39.3%)
48 (34.3%)
86 (57.7%)
21 (14.1%)
69 (48.6%)
34 (23.9%)
47 (34.1%)
23 (16.7%)
86 (69.4%)
5 (4%)
87 (70.2%)
4 (3.2%)
82 (66.1%)
9 (7.3%)
82 (66.7%)
8 (6.5%)
84 (67.7%)
2 (1.6%)
85 (68.5%)
6 (4.8%)
62 (50.4%)
29 (23.6%)
64 (52%)
27 (22%)
65 (52.8%)
15 (12.2%)
61 (49.6%)
30 (24.4%)
62 (50%)
29 (23.4%)

Valor p
0.433

0.193
0.192
0.164
0.274
0.207
0.285
0.55
0.609
0.554
0.640
0.159
0.109
0.049%*
0.117

0.069

Tabla 7.5 Tabla comparativa de los resultados clinicos entre los grupos positivos y negativos de Chlamydia

spp. mediante la técnica CIFAR-CF.
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8. DISCUSION

Las clamidias son un grupo especial de bacterias, poseen ADN y ARN siendo del
grupo de bacterias con genomas mds pequenos, que va de 1.04 a 1.23Mb (similares a los
micoplasmas), se consideran bacterias Gram negativas ya que contienen una pared celular
mds compleja, la gran diferencia estriba en que poseen un ciclo de vida bifésico
intracelular. Este ciclo de vida estd dividido en dos fases, la forma contagiosa es conocida
como cuerpo elemental y es capaz de sobrevivir de manera extracelular; al momento de
entrar a un huésped se adhiere a la superficie de tejidos generalmente epitelios columnares
o transicionales y penetra de manera de fagosoma. Dentro de la célula, al pasar algunas
horas se convierte a cuerpo reticulado, experimentando divisiones binarias que es la forma
de replicacion de este tipo de microorganismos, hasta ocupar la mayor parte de la célula
adoptando una morfologia caracteristica conocida como cuerpo de inclusién, la cual es
resistente a la accion de diferentes enzimas como la contenida en los lisosomas. Después
de algunas horas, los cuerpos reticulares dentro de la inclusién comienzan a transformarse
a cuerpos elementales. Finalmente las inclusiones se rompen y se liberan los cuerpos
elementales hacia las células adyacentes. De acuerdo a la especie de esta bacteria,

depender4 si la célula es lisada o no para liberar los cuerpos elementales (Roca 2007).

Desde la antigiiedad estd documentado que Chlamydia es causante de diversas
enfermedades en animales y humanos. Las especies patdégenas para el humano son C.
trachomatis, C. pneumoniae, C. psittaci, siendo esta tltima causa de zoonosis ya que es

comun esta bacteria pero en aves psitdcidas.

El diagndstico de las infecciones causadas por clamidias a finales del siglo XX,
era principalmente el cultivo celular, pero conforme la tecnologia fue avanzando, los
métodos de diagndstico se fueron sustituyendo por técnicas mds sencillas y rdpidas que
permitieran trabajar mejor. Asi fue como aparecieron los primeros ensayos de
inmunofluorescencia usando anticuerpos monoclonales y las técnicas de enzimo-

inmunoensayo (EIA) que por su facil manejo, llegaron a tener gran aceptacion.
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Posteriormente en los 90°s apareci6 la técnica de hibridacion de 4cidos nucleicos,
la cual, por su elevada sensibilidad y especificidad ha desplazado al resto de las técnicas
de referencia; pero fue hasta después del 2000 cuando comenz6 a aprobarse esta técnica
para el utilizarse como diagndstico. Sin embargo, el diagndstico de este microorganismo
llega a ser un tanto complejo o confuso, ya que en multiples estudios se ha demostrado
poca correlacion entre los resultados obtenidos por cultivo, por serologia y por PCR, sin
embargo podria ser solo a causa de que no se tiene una fase o tiempo concreto para la

toma de muestra mientras se presenta la infeccion (Cerdena y Cantén 2012).

Este estudio se realiz6 en el estado de Tabasco debido a que cuenta con
condiciones climatoldgicas humedas, temperatura calida incluso en invierno favoreciendo
la sobrevivencia de Chlamydia spp. ademds de reportes o comentarios realizados por los
médicos de las comunidades en los cuales se menciona la alta recurrencia de los pacientes
con cuadros de infecciones respiratorias en practicamente todo el afo, acentudndose en
temporadas de lluvia. Tenosique, municipio donde se realizé la recoleccion de muestras,
cuenta con una gran cantidad de lagunas y arroyos ya que es regado por los rios
Usumacinta y San Pedro Martir. Son abundantes las lluvias en verano con una media anual
de temperatura de 30.5°C, sin embargo, en la sierra las lluvias se puede presentar durante
la mayor parte del afio. Ademds en estas regiones, es comun encontrar aves exdticas o
psitacidas como son los loros, guacamayas, tucanes entre otros; los cuales en reportes
realizados en Argentina son portadores de C. psittaci. De acuerdo con el Consejo Nacional
de Evaluacion de la Politica de Desarrollo Social (CONEVAL) en el 2012 se reporta que
los municipios de Tabasco con mayor porcentaje de poblacion en pobreza fueron: Jonuta,
Balancan, Tacotalpa, Huimanguillo y Tenosique; en donde mas del 65% de la poblacion
se encontraba en situacién de pobreza reportada como un grupo propenso a sufrir

infecciones por el hacinamiento y falta de higiene en su vida diaria.

El nimero de muestras utilizadas para el estudio fueron seleccionados de acuerdo
a la estadistica realizada con datos obtenidos por el grupo de Gallegos et al. (2011), donde

la presencia de C. trachomatis en muestras de secreciones faringeas, conjuntivales y via
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genitourinaria oscil6 entre un 75.67% y 90.8%, siendo analizadas por IFD y citologia en

fresco de alta resolucion por separado.

En el estudio, el sexo de los pacientes fue del 56.6% masculino y el 42.2%
femenino, mientras que el 1.3% no se cont6 con la especificacién del dato del menor.
Nuestro resultado difiere con el estudio realizado por Ciria et al. (2011) en donde
encontraron predominio del sexo femenino. Sin embargo, no se ha encontrado una
diferencia significativa de los pacientes que presenten el cuadro clinico y el sexo.

Soler et al. (2013) realizaron un estudio en Cuba en el cual buscando la influencia de las
infecciones respiratorias agudas altas con la aparicion de asma bronquial en 342 pacientes
(nifios con infecciones respiratorias agudas que posteriormente desencadenaron asma
bronquial). Se encontr6 que el grupo de edad que predominé (64.9%) estaba conformado
por nifios entre 1 a 4 afios de edad. En nuestro estudio dividimos 3 grupos de edad, los
cuales fueron de 0 a 4 anos; 4 a 10 afios; 10 a 17 afios; del cual el grupo de edad

predominante fue el de menores de 4 afos.

Los resultados obtenidos en cuanto al cuadro clinico del paciente, en nuestro
estudio obtuvimos que el signo mds comun entre los pacientes fue la faringoamigdalitis
seguido por rinitis y escurrimiento nasal. Ciria et al. (2012) buscaron factores de riesgo
para infecciones respiratorias altas recurrentes en nifios preescolares, encontrando
faringoamigdalitis, seguido por adenoiditis y en menor proporcion otitis, rinofaringitis y
sinusitis como los cuadros clinicos més predominantes. Incluso concluyen que la mayoria
de los pacientes de su estudio que presentaron infecciones respiratorias agudas altas,
presentaron posteriormente crisis agudas de asma bronquial, siendo esta observacién
importante en el diagndstico y en el tratamiento de este sintoma en pacientes con

antecedentes de problemas asmaéticos, para evitar crisis asméticas y problemas mayores.

Ramos et al. (2009) desarrollaron una prueba citolégica para la deteccion de
Chlamydia en preparados en fresco de secreciones conjuntivales, faringeas y genitales. En
su trabajo realizado analizaron 965 muestras de las cuales 489 fueron secreciones

faringeas y conjuntivales y el 75.67% resultaron positivas por IFD para C. trachomatis,
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mientras que en las 431 muestras de secreciones de la via genitourinaria la presencia de
clamidias se detectd en el 90.8% por ésa misma técnica. El porcentaje global de pruebas
positivas para clamidia fue de 83.24% con la técnica de IFD. En 565 muestras se pudo
realizar también, el método de citologia en fresco de alto contraste y alta resolucion en
capa fina, por el cual se detectd la presencia de clamidias en el 94.15%. El andlisis
estadistico comparativo concluy6 que frente a la IFD, la prueba de citologia en fresco en
de alto contraste y alta resolucion capa fina estudiada a 1000 aumentos, mostré un 95.97%
de valor predictivo positivo, un 94.20% de valor predictivo negativo, una sensibilidad de
99.21% vy una especificidad de 75.58%, concluyendo en su trabajo que la citologia en
fresco de alta resolucion resulté ser una técnica de elevada sensibilidad un alto valor

predictivo positivo, adecuada para la busqueda de Chlamydia spp. en grandes poblaciones.

En datos citoldgicos con la técnica de CIFAR utilizada en este trabajo, obtuvimos
un 10.6% de frecuencia como diagndstico positivo para Chlamydia spp. Entre algunos
otros hallazgos, se observaron bacterias y detritus celular indicativos del proceso de
autolisis, propio del proceso inflamatorio, pero que también pudieran ser resultantes del
tiempo transcurrido entre la toma de las muestras y la realizacion de su estudio. Esta tltima
situacion podemos considerarla como una limitante de éste trabajo. Las células observadas
principalmente correspondieron a células epiteliales de tejidos mucosos, mientras que los
detritus celulares pudieron resultar de la destruccion de células, debido al manejo de las
muestras, a los cambios de temperatura que pudieron sufrir las muestras y a su

procesamiento en el momento de resuspender los botones de concentracion.

Con las técnicas citomorfoldgicas aplicadas, también podriamos haber observado
células blancas, que son el indicativo de un proceso inflamatorio, sin embargo estas
células no fueron encontradas en las muestras analizadas, sin poder establecer que esto
fuera secundario a la autolisis celular del propio proceso inflamatorio o a que la

enfermedad estuviera en fase de remision.

La presencia de bacterias en este tipo de muestras analizadas es debido a que en la

cavidad bucal encontramos bacterias que forman parte de la flora normal. Sin embargo,
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algo que no esperdbamos observar de manera frecuente, fue la presencia de levaduras;
estas estuvieron presentes en un 49.7% del total de las muestras. Guillén R. ef al. (2012),
realizaron cultivos de muestras respiratorias de pacientes que presentaban neumonia,
encontrando entre otros microorganimos a Cdndida sp. (15%). La candidiasis de
cavidades himedas como la bucofaringea, se asocia a la alteracién de la flora bacteriana
o microbiota normal, que suele ser secundaria a la infeccién por otros microorganismos
que alteran las condiciones fisiolégicas normales, por ejemplo la presencia de la enzima
Lysosima secretada por las gldndulas de la zona en defensa de las infecciones bacterianas.
Cambios fisiolégicos como la hiperviscosidad de las secreciones son también provocados
por algunos microorganismos, entre ellos las clamidias que generan un microambiente

propicio para la infestacion por gérmenes oportunistas.

Por la citologia tefiida con Giemsa la frecuencia de cuerpos de inclusién de
Chlamydia spp. fue de un 20.5% de acuerdo con un estudio realizado por
Mohammadzadeh et al. (2011) buscando C. trachomatis en mujeres sintomadticas con
dolor pélvico abdominal, disuria, flujo vaginal anormal, entre otros, caracteristicos de la
infeccion de esta bacteria. No encontraron ninguna muestra positiva. La discrepancia de
los datos puede deberse a que la muestra vaginal contenga flora contaminante al momento
de realizar el frotis, por lo que es complicado observar cuerpos de inclusion de Chlamydia.
Ademas el sitio de eleccion para el diagnostico de éste microorganismo es el exfoliado del

endocérvix, mds que la secrecion vaginal.

Las pruebas de PCR realizadas a las muestras obtenidas de los infantes de Tabasco
fueron negativas para Chlamydia spp., C. pneumoniae, C. psittaci y C. trachomatis. Los
datos epidemioldgicos varian de acuerdo al método de diagndstico utilizado. Algunos
autores reportan alta prevalencia de C. pneumoniae debido a que la mayoria de los estudios
realizados utilizan como prueba diagndstica inmunofluorescencia o alguna otra prueba
seroldgica. Choroszy et al. (2014) publicaron que del 3-58% de las infecciones de las vias
respiratorias altas eran causadas por C. pneumoniae. Kumar et al. (2007) reportaron
porcentajes similares indicando una prevalencia que iba del 0 al 44% de C. pneumoniae

en pacientes con la infeccion aguda del tracto respiratorio. Mientras que Normann et al.
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(1998) utilizando la técnica de PCR encontraron en nifios con infecciones agudas del
tracto respiratorio a C. pneumoniae entre el 10 al 21% (nifios menores de 2 afos 10%;
19% en ninos de 2 a 4 afios, y un 21% en menores de 5 a 16 afios). Esto concuerda con
Al-Younes (2013) en donde observé una alta prevalencia de seropositividad en pacientes
asintomaticos de Jordania; el estudio reporté que conforme aumenta la edad del paciente,
aumenta el nimero de casos de seropositividad de anticuerpos anti-C. pneumoniae, esto
debido porque conforme avanzan los afios, se presenta mayor probabilidad de entrar en

contacto con la bacteria.

Verani et al. (2013) publicaron un reporte de infecciones respiratorias agudas en

Guatemala donde encontraron que C. pneumoniae causa solo el 0.6% de estas infecciones.

En Yucatén, Jiménez et al. (2002) publicaron que la frecuencia de seropositividad
para C. pneumoniae en adultos llegd a ser del 40%; sin embargo, contrario con la
publicacion de Al-Younes, ellos mencionaron que conforme aumenta la edad, observaron

un decremento de la seropositividad.

La importancia del diagnéstico de C. pneumoniae es debido a que esta bacteria
cumple un papel importante en el desarrollo de las enfermedades respiratorias como
cancer de pulmoén y asma, enfermedades cardiovasculares como infarto y arteroesclerosis
e incluso enfermedades del sistema nervioso central como el Alzheimer. Por lo tanto un
diagnéstico certero es de gran importancia para la prescripcion de antibiéticos apropiados
que controlen el proceso infeccioso y eviten la presencia cronica de esta bacteria. (Guillén

etal. 2012)

El diagnéstico de C. trachomatis en nifios es un hecho polémico, ya que
anteriormente se relacionaba exclusivamente a esta bacteria con infecciones contraidas
durante relaciones sexuales, sugiriendo entonces que si el nifio presentaba esta bacteria,
habia sido abusado sexualmente. Hoy en dia, se conoce el modo de transmisién y esta
bacteria puede transmitirse al nifio desde el momento en el que nace, cuando su madre es

portadora y al pasar por el canal de parto, le transmite el microorganismo, aumentando el
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riesgo de causar conjuntivitis o neumonia al bebé. Sin embargo hay reportes que indican
que cuando la madre presenta infeccion de Chlamydia y se realiza una cesérea, la ruptura
prolongada de membranas podria ser causa de infeccion al feto. Por lo tanto, la prevalencia
de C. trachomatis indica que hay probabilidad de contagio a los nifios al momento de

nacer.

En un estudio realizado en Paraguay encontraron 68.8% de prevalencia de C.
trachomatis mediante inmunofluorescencia directa en recién nacidos y lactantes con
dificultad para la ingesta de alimentos y dificultad respiratoria que asistieron a consulta.
Se considera que C. trachomatis es responsable de 30-40% de las neumonias en edades
inferiores a los 6 meses. En nuestro estudio no encontramos C. trachomatis, esto puede
deberse a que los menores, al igual que con C. pneumoniae no se ha expuesto al menor a

estas bacterias (Iramain et al. 2011).

Si la infeccion respiratoria se localizara en los senos paranasales la secresion puede
escurrir por la pared posterior de la naso y orofaringe, la cual es mas dificil de colectar
por el reflejo nause6so que despierta el procedimiento de hisopado. En el grupo de
pacientes estudiados 116 (93.5%), de ellos refirieron descarga retronasal. Es posible que
en la mayoria de esos casos la muestra no fuera por lo tanto representativa de la infeccion
cronica de la via respiratoria alta, que es uno de los sitios mds cominmente afectados por
la C. trachomatis, que llega a las cavidades de los senos paranasales por escurrimiento a

través del conducto nasolagrimal en los casos de conjuntivitis por Chlamydia.

C. psittaci es conocida por ser una zoonosis a causa de las aves psitacidas. Es
considerada también como un agente bioterrorista Nivel III, ya que puede ser depositada
en el ambiente y en comparacion con C. pneumoniae y C. trachomatis, es mas resistente

al medio ambiente.

En México, no existen datos epidemiolégicos de C. psittaci, al contrario de los
paises Europeos, incluso en Estados Unidos; esto debido a que la CDC ha indicado que

se trata de una enfermedad de declaracion obligatoria.
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Se han presentado algunos brotes como en Suiza (2013) en el que un paciente de
la tercera edad fue internado por infeccidn respiratoria, al realizarle el estudio dio positivo
para C. psittaci, posteriormente, su hijo, algunas enfermeras y otro paciente fueron
infectados. Este fue el primer caso publicado por Wallensten et al. (2014), en donde se
confirmd la transmision de esta bacteria persona a persona, ya que esto no era considerado

anteriormente.

En el 2015, Dumke et al., analizaron entre el 2011 y el 2012 la presencia de
Mycoplasma pneumoniae y Chlamydia spp. en pacientes con neumonia adquirida.
Analizaron 794 pacientes de los cuales el 3.9% fueron positivos para Chlamydia spp., de
los cuales el 2.1%, correspondia a C. psittaci. Por lo tanto concluyeron que es importante
que para el diagndstico de neumonia, se incluya en las pruebas la bisqueda no solo a C.

pneumoniae, sino que también de C. psittaci.

Las muestras analizadas en nuestro trabajo fueron negativas para este
microorganismo, esto posiblemente a causa de la toma de la muestra, que a pesar de que
estuvo recolectada en Mayo, mes en que regularmente se observa mayor predominio de

esta infeccion.

Comparando las técnicas de diagndstico utilizadas, en la actualidad el “gold
standar” para el diagnostico de microorganismos es la PCR. Sin embargo para las
clamidias, la prueba de “gold standard” en los 80’s eran las pruebas seroldgicas y el cultivo
celular que posteriormente tenia que confirmarse con la observacién de los cuerpos
clamidiales en alguna citologia o tincion especifica.

El grupo que dirige la Dra. Guadalupe Gallegos Avila en el Departamento de
Patologia de la facultad de medicina ha realizado numerosos estudios basdndose en
técnicas citomorfoldgicas de alta resolucion incluyendo la microscopia electrénica y el
corte semifino, en las que ha confirmado la presencia de Mycoplasmas, Ureaplasmas y
Clamidias en especimenes provenientes de los 6rganos genitales masculinos de parejas

infértiles, en los que la correlacion con los resultados de la IFD para Chlamydia y los
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cultivos selectivos para Mycoplasmas y Ueaplasmas no dejan lugar a dudas de las
caracteristicas morfolégicas de éstos microorganismos y su impacto en el dafio
espermadtico y su correlacion con aspectos clinicos del problema, atn sin aplicar el recurso

de la pruebas de PCR. (Ramos et al 2009).

La PCR realizada a las muestras colectadas para éste estudio resultaron negativas.
Algunos factores que pudieron afectar esta técnica, incluyen la extracciéon del ADN
bacteriano, y su degradacion, y que la carga bacteriana haya sido insuficiente para la

amplificacion y visualizacion adecuada en un gel de agarosa.

En cuanto a las citologias realizadas, la técnica de CIFAR y de Giemsa fueron
positivas en el 27.8% de las muestras. Esto puede deberse a que en esta técnica buscamos

Chlamydia spp., de acuerdo a su morfologia.

En los ultimos afios se ha reconocido la existencia de algunas otras bacterias
relacionadas con las Clamidias tales como Paraclamydiaceae, Simkaniaceae,
Waddliaceae, Rhadbochlamydiaceae y Criblamydiacear. Este grupo de bacterias
descubiertas dentro del orden Chlamydiales, presentan el mismo ciclo de vida, es decir,

que también cuenta con una morfologia compatible con el cuerpo de inclusion.

Niemi et al. (2011) mencionaron que algunas bacterias relacionadas con
Chlamydia que se asocian con enfermedades respiratorias en humanos incluyen a
Paraclamydia acanthamoebae, Protochlamydia spp., Rhadbochlamydia spp., Simkania
negevensis y Waddlia chondrophila. Waddlia chondrophila y Paraclamydia spp., se han
visto involucradas en abortos espontdneos en humanos. Ellos analizaron 136 muestras
respiratorias para Rhabdochlamydia spp. en donde fueron detectas 16 positivas
correspondiendo al 11.8%. Las Rhabdochlamydia se pueden encontrar en el medio
ambiente, y son capaces de sobrevivir en amebas, lo cual es de gran importancia
epidemioldgica; ya que las amebas se encuentran dispersas en el agua y el incremento del
usos de varios sistemas a base de agua, tales como acondicionadores de aire y

humidificadores, puedan exponer a los seres humanos a las amebas y a sus patégenos
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relacionados. Por otra parte, la ameba puede servir como campo de entrenamiento para
las bacterias resistentes a amebas que favorecen la seleccion de los rasgos de virulencia y
que permitan a estas bacterias sobrevivir en otras células fagociticas, por ejemplo, los
macréfagos alveolares. A través de este trabajo se sugiere la importancia de

Rhabdochlamydia en infecciones del tracto respiratorio.

Greub et al. (2001) encontraron a bacterias relacionadas con Clamidias; en 29
muestras de secrecion nasofaringea de pacientes con infeccion respiratoria (13 hombres,
16 mujeres; de 3 meses a 18 afios); 2 fueron Parachlamydia, 11 Rhabdochlamydia y 1
para ambas en tanto que Protochlamydia no se encontrd. En este estudio se revel6 la alta
prevalencia de muestras respiratorias positivas para especies de Parachlamydia y
Rhabdochlamydia. Esta prevalencia fue similar a la reportada recientemente en neonatos
con dificultad para respirar lo cual sugiere que las vias aéreas estdn colonizadas con
bacterias relacionadas a clamidias. Su papel patogénico en estd apoyado por el hecho de
que estas bacterias no se recuperaron a partir de muestras respiratorias de pacientes sin
evidencia de infeccién respiratoria y eran los unicos posibles agentes causales de

neumonia en 12 de 14 casos.

En general, en la poblacion estudiada, la risnosinusitis (82.5%), la conjuntivitis
(50.7%) y la farimgoamigdalitis (35.9%), patologias comunmente asociadas se
presentaron indistintamente en el grupo con y sin Chlamydia identificada por la técnica
CIFAR. En éste trabajo de investigacion, la ronquera como sintoma recurrente y cronico
se asocio a la presencia de Chlamydia diagnosticada por el método CIFAR (p=0.049), se
observaron con una marcada tendencia a estar presentes con mayor frecuencia en el grupo
con Chlamydia detectada por ésta prueba. La faringoamigdalitis (p=0.192), la obstruccion
nasal (p=0.207), el escurrimiento nasal (p=0.285), el lagrimeo (p=0.550), el prurito y el
ardor nasal o faringeo también se vieron mds acentuadas en el grupo positivo por CIFAR,

al igual que la descarga retronasal.

Tomando en cuenta lo descrito por Greub en 2001, podemos pensar que hay una

probabilidad de que las manifestaciones clinicas que presentan los pacientes de nuestro
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estudio, pueden deberse a que este tipo de clamidias estén colonizando el tracto
respiratorio, ya que pueden sobrevivir en pardsitos del agua, y Tabasco es un lugar con
gran humedad y en particular las zonas muestreadas cuentan con rios, lagos y lagunas que
se internan entre la regién. Ademds, estos lugares son utilizados por la poblacién como
zonas de recreacion, por lo que aumenta la probabilidad de estar en contacto con estos
microorganismo; asi también, los médicos de la regién mencionan que las consultas por
motivo de infecciones respiratorias aumentan, cuando se presentan lluvias en la region,
esto hace sospechar que estas bacterias relacionadas con Chlamydia sean la causa del

cuadro respiratorio.

Sin embargo, de acuerdo a los resultados del presente trabajo, la técnica de CIFAR
detectd en un porcentaje de las muestras analizadas, inclusiones citopldsmicas sugestivas
de Chlamydia, a pesar de evidencias morfoldgicas de autolisis que disminuyen la certeza
de las observaciones. Aunque las inclusiones observadas reunieron las caracteristicas de
las descripciones citomorfoldgicas clasicas, la PCR aplicada no confirmo la presencia de
ADN clamidial, ante lo cual pudiera considerase esos casos como falsos positivos, al
menos para las especies de Chlamydia analizadas molecularmente. Deberd considerarse
la posibilidad de que las bacterias con caracteristicas morfolégicas del género Chlamydia
correspondieran a otras variantes descritas en asociacion con infecciones respiratorias
como las especies de Parachlamydia y Rhabdochlamydia. De la misma manera deberd
tenerse en cuenta que la poblacidon es nativa de una regién en la que variantes de

Chlamydia no descritas hasta hoy pudieran existir.

En cuando al andlisis de correlacion que realizamos entre los datos clinicos y las
pruebas de laboratorio, no se encontrd ninguna asociacion clara, y que requerird un mayor
nimero de casos positivos para establecer si existen sintomas especificos de la infeccién
clamidial y necesariamente contra un grupo control considerado como sano. En éste
aspecto habrd que considerar también, que las infecciones crénicas presentan episodios de
remisién y exacervacion en los que la sintomatologia y la presencia y cantidad de

secreciones varia. Ademas la co-infeccion de enfermedad viral y por otras bacterias que
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ocasionaran signos y sintomas inespecificos, no fue considerada en éste estudio, lo cual

debera incluirse en estudios futuros.
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1.

9. CONCLUSIONES

Mediante la técnica de citologia en fresco y de alta resolucién en capa fina se
estableci6 un diagndstico basado en caracteristicas morfolégicas de la

presencia de Clamidias en el 27.8% de las muestras analizadas.

Con las técnicas de PCR aplicadas no se logré6 demostrar la presencia de

Chlamydia spp. en las muestras analizadas de exudado y lavado nasofaringeo.

Es necesario investigar la presencia de otras bacterias relacionadas con
Chlamydia descritas en casos de infecciones respiratorias, para descartar

completamente la infeccion por este tipo de microorganismos.
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10. PERSPECTIVAS

Como parte de las perspectivas de este proyecto podemos incluir en estudios posteriores:

Primera: Incluir el diagndstico de otros patégenos que pudieran ser causantes de las
infecciones respiratorias en la poblacion de la region.

Segunda: Establecer una cadena de custodia que asegure la preservacion de la muestra
bioldgica hasta que se reciba en el sitio donde serd estudiada.

Tercera: Incluir en futuros estudios el diagndstico de algunas especies compatibles con
Chlamydias relacionadas como Protochlamydia spp., Rhadbochlamydia spp. y
Paraclamydia spp.; asi como también diagnosticar la presencia de estas bacterias en
algunas fuentes de contagio como lo son lagos, rios y animales de vida silvestre.
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