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Abreviaturas

LISTA DE ABREVIATURAS

AAFP: American Academy of Family Physicians

ADN/ARN: Acido desoxirribonucleico/acido ribonucleico
AECID: Agencia Espafiola de Cooperacion Internacional para el Desarrollo
CDC: Centers for Disease Control

CCS: Centro de Saude da Samba

CT-ADN: Chlamydia trachomatis-acidodesoxirribonucleico

CT: Chlamydia trachomatis

EIA: Enzimoinmunoanalisis

ITS: Infecciones de transmision sexual

FM-UAN:Faculdade de Medicina da Universidade Agostinho Neto
VIH: Virus de la inmunodeficiencia humana

VHS: Virus del Herpes Simple

HGEAN: Hospital Geral especializado Augusto N’Gangula

IOBA: Instituto Universitario de Oftalmobiologia Aplicada

IONA: Instituto Oftalmolégico Nacional

IPV: Infeccion pélvico-vaginal

MINSA: Ministério da Saude de Angola

MG: Mycoplasma genitalium

MRC-5: Medical Research Council -5

NG: Neisseria gonorrhoeae




Abreviaturas

OMS: Organizacion Mundial de la Salud

ON: Oftalmia neonatal, oftalmia neonatorum, oftalmia del recién nacido
PCR: Reaccidn en cadena de la polimerase (Polimerase Chain Reaction)
P-I: Povidona iodada

RN: Recién nacido

SD: Standard deviation

SNC: Sistema nervioso central
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2. JUSTIFICACION

La oftalmia neonatal (ON) o conjuntivitis aguda del recién nacido (RN) es una
enfermedad aguda o subaguda de variada etiologia (infecciosa y no infecciosa) y en la
que estan implicados con mayor frecuencia microorganismos como Neisseria
gonorrhoeae (N. gonorrhoeae ) y Chlamydia trachomatis (C.Trachomatis) “***°°. La
ON es una de las causas principales de ceguera infantil en todo el mundo especialmente
en los paises en desarrollo. De acuerdo con los datos del programa "Vision 2020,
derecho a ver”, iniciativa mundial para la eliminacion de la ceguera evitable de la
Organizacion Mundial de la Salud (OMS), la ON es responsable de 10.000 nifios ciegos

por afio en todo el mundo y de ellos 4.000 en el continente africano .

En general, la incidencia y la prevalencia de esta enfermedad varian segin el nivel
socio-econdmico del pais, y de factores determinantes como la presencia y calidad de la
atencion primaria de salud prestada a las mujeres embarazadas y a los RN **. En los
Estados Unidos la incidencia de ON varia de 1-2 casos por 1000 RN aunque en un

estudio realizado en Kenia la incidencia fue de 23 casos/1000 RN >89,

Los factores de riesgo que aumentan la susceptibilidad del RN a la ON estan bien
identificados, a saber:

a) Las infeccidnes de las mujeres embarazadas por infecciones de transmision
sexual (ITS), siendo los agentes de la ON una imagen en espejo de estas
infeciones °.

b) La falta de deteccion y tratamiento de las ITS durante el cuidado prenatal de las
mujeres embarazadas, que conducen a la contaminacion de los ojos del RN
durante el paso por el canal del parto o incluso la contaminacion ascendente del

10,11

feto antes del nacimiento

c) Laausencia de medidas profilacticas en neonatos para la prevencion de la ON ’.

Por otro lado las estimaciones de la OMS para el afio 2008 indicaban una incidencia
general de ITS de 498,9 millones, con valores més altos en los paises en desarrollo en
especial en los continentes de Africa y Asia ** La regién de Africa comprende 46 paises

(que incluyen a Angola) con una poblacion sexualmente activa de 15-49 afios de edad
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estimada en 384,4 millones y con una incidencia total estimado de las ITS de 92,6

millones 2.

Respecto a los miroorganismos implicados en la etiologia de las ITS en Africa, 8,3
millones de casos se refieren a la infeccion por C. trachomatis y 21,1 millones de casos
de infeccion por N. gonorrhoeae ** Para agravar esta situacion en los paises en general
y en particular en los paises en desarrollo, con la excepcion de VIH, las enfermedades
de transmision sexual no se tratan como un problema de salud puablica y existe una gran

necesidad de desarrolar programas de detecion y del control de estas enfermedades
10,13,14,15,16

Por otro lado los estudios en Africa indican que, junto con la insuficiente cobertura en la
atencion primaria de salud, los factores socio-econdmicos se encuentran entre los
principales factores que determinan la falta de programas de deteccion de ETS en las
mujeres en edad fértil y de una supervisién adecuada durante el embarazo, que deberia
incluir la deteccion sistematica de ITS en las mujeres embarazadas en situacion de
riesgo, de acuerdo con las recomendaciones de los servicios de salud de los paises

desarrollados, segun las directrices de la OMS 81617181920

Tambien es muy importante la correcta identificacion de los agentes de ITS implicados
en la ON, entre otras cosas, para poder instaurar un tratamiento adecuado y para la
prevencion de complicaciones en las madres y en sus RN afectados. Sin embargo, la
identificacion de estos agentes es un problema adicional en los paises en desarrollo ya
que las pruebas simples de laboratorio como la tincién de Gram, azul-de-metileno y
Giemsa, no presentan la sensibilidad necesaria para un diagnostico preciso
principalmente para la identificacion de C. trachomatis (en la actualidad el principal
agente de ON en todas las regiones) 2*. Sin embargo, estas son las técnicas que podrian
ser facilmente realizadas, in situ, por los médicos y los técnicos no expertos en

Microbiologia.

Actualmente, las pruebas técnicas y cultivos y especialmente las técnicas basadas en la
PCR se consideran como el "gold-estandar™ para la identificacion de los agentes de la
ON 21,22,23
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Los microorganismos responsables principales de la ON estan bien establecidos. Sin
embargo por los fatores de riesgo en el entorno africano, otros agentes pueden adquirir

importancia en su etiologia®.

Las pruebas diagndsticas de laboratorio que pueden implantarse deben tener en cuenta
los microorganismos mas comunes. A este respecto Mycoplasma genitailum, que ha
sido poco investigado, es un microorganismo cada vez mas implicado en las infecciones
urogenitales en los hombres y mujeres. Este microorganismo podria desempefiar un
papel importante en la morbilidad ocular en el RN. M. genitalium es un agente
emergente que se identifica mejor por técnicas de amplificacion de ADN, debido a sus
caracteristicas fisioldgicas y estructurales y la necesidad de medios especiales para su

cultivo 22,

Por los factores apuntados, bebés nacidos de mujeres en los paises en desarrollo estan
en mayor riesgo de desarrollar la oftalmia neonatal y desgraciadamente en estos paises

en general, no existen programas para su profilaxis rutinaria en los RN>*%*.

Aunque no hay consenso en la comunidad médica con respecto al uso rutinario de
profilaxis ocular para ON, ni sobre los agentes a utilizar, el hecho de que los RN de
algunos paises en desarrollo (entre los que se encuentra Angola) constituyan un grupo
de riesgo para la ON, hace necesario plantear la realizacion de una profilaxis en estas
regiones donde esta enfermedad sigue siendo responsable de 4.000 nifios ciegos cada

afo”?.

En cuanto a los agentes utilizados para la profilaxis, varios estudios han puesto de
relieve a la povidona iodada (P-1) por presentar ventajas con respecto a los costos y la
manipulacion y por el hecho de que hasta el momento no se han producido resistencias
bacterianas, junto con su accion de amplio espectro, caracteristicas que hacen de esta

sustancia un elemento eficaz contra la mayoria de los patégenos bacterianos y virales de
Ia ON 14,27,28,29,30,31

Angola es parte de los paises en que la conjuntivis neonatal aguda sigue desempefiando
un papel importante en el mal pronoéstico visual de los RN, pero después de consultar

con las principales unidades materno-infantiles del Ministerio de Salud en Luanda no
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encontramos, en la mayoria de estas instituciones, un plan rutinario de profilaxis de la
conjuntivitis aguda de los RN. Y sin embargo, en un estudio piloto prévio al presente
estudio realizado por este equipo en 2010 en el HGEAG, muchos de los recién nacidos
con patologia ocular presentaban signos y sintomas compatibles con ON, resultados
similares a los encontrados en otros los estudios en Africa que presentan la ON como la

patologia ocular con mayor frecuencia en los RN ** %,

A esto se afade el hecho de que, actualmente, en Angola no hay estudios que
identifiquen cuales son los agentes etioldgicos mas frecuentes de la ON, siendo la
identificacion un primer paso importante para guiar correctamente tanto las medidas
terapéuticas como las profilacticas y para mejorar el pronostico visual y también vital de
los RN (ya que los agentes pueden tener diseminacion sistémica y causar enfermedades

sistemicas graves e incluso la muerte).

Al ser los agentes de la ON una imagen en espejo de las ITS maternas, los resultados de
este trabajo podrian también proporcionar informacién importante para los
profesionales de la salud involucrados en la salud materna, y pueden servir de
orientacidn sobre las acciones a tomar para la deteccién y control de ETS en las mujeres

en edad fértil y el en cuidado prenatal de las mujeres embarazadas.

A pesar del reconocimiento de la eficacia de la P-1, en la literatura revisada no se han
encontrado referencias que la consideren como el “patron” en la profilaxis de la
conjuntivitis neonatal aguda "**. Sin embargo la realizacion de estudios para aumentar
la evidencia cientifica de su eficacia puede contribuir a su uso como un agente

profilactico profilactico de eleccion %,

La identificacion de los principales micoorganismos implicados en la ON en nuestro
medio constituye también una necesidad por lo que se plantea como objetivo de este
trabajo, el utilizar métodos microbioldgicos sencillos que pudieran ser ejecutados por
los oftalmdlogos y otros profesionales de la salud, asi como evaluar la eficacia en la
utizacion de los métodos basados en las técnicas de PCR para el diagnostico etiologico
de la ON.
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Con todos los resultados del presente trabajo, se ha planteado el proponer al
Ministerio de Salud de Angola (MINSA) un plan sistemético para la profilaxis de
la ON que deberia extenderse a todas las maternidades del pais.

3. HIPOTESIS DE TRABAJO

En un estudio piloto realizado en 2010 en el Hospital General Especializado Augusto
N'Gangula se detectd que los RN con cuadros compatibles clinicamente con la ON
representaron el 10% del total de la patologia visual presentada por los bebés
(prevalencia 10 veces mayor que la encontrada en los paises industrializados). La falta
de un plan sistematico de profilaxis puede haber contribuido significativamente a este
resultado. Por otro lado, la auséncia de informacion sobre los agentes causales de la ON
imposibilitan instaurar un tratamiento empirico basado en la evidencia cientifica, que

pudiera ser eficaz.
Con estos elementos se planteo la siguiente hipotesis de trabajo:

Es posible identificar los microorganismos mas frecuentemente implicados en la ON en
Luanda mediante técnicas de diagnostico microbioldgico sencillas, y es factible realizar
una aproximacion a estos gérmenes mediante la colaboracion con el Servicio de
Microbiologia e Inmunologia del Hospital Clinico Universitario de Valladolid,

mediante técnicas basadas en PCR.

Y por ultimo es posible reducir significativamente los casos de ON instilando
sistematicamente en todos los recién nacidos una gota de povidona iodada al 2,5%.

Los resultados de este estudio podrian proporcionar la base necesaria para la

implementacion de un programa nacional de prevencion de la ON en Angola.
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4. OBJETIVOS

4.1. Objetivo general

El objetivo general ha sido comprobar mediante un estudio prospectivo, intervencional,

y aleatorizado, con grupo control, la eficacia y seguridad de la instilacion de una gota de

un colirio de povidona iodada al 2,5% como profilaxis de la ON.

Como objetivo secundario se tratd de obtener datos sobre la etiologia de las ON en las

maternidades de Luanda mediante procedimientos microbioldgicos simples que podrian

ser utilizados, in situ por los oftalmologos o por personal sanitario no especialista en

microbiologia.

Adicionalmente con procedimientos basados en PCR determinar la frecuencia de

aparicion de N. gonorrhoeae, C. trachomatis y M. genitalium en las madres parturientas

y en las conjuntivas de sus RN y la relacion existente entre la identificacion de uno o

varios gérmenes y el desarrollo de cuadros clinicos.

4.2. Objetivos especificos

Describir las caracteristicas de los recién nacidos en HGEAG y en Centro de
Saude da Samba y de sus madres recogiendo los factores bioldgicos, factores
socioecondémicos maternos, factores prenatales y factores natales.

Identificar en las madres, mediante anamnesis e en los datos en sus fichas
médicas prenatales, la presencia de factores de riesgo para la ON.

Describir la frecuencia de la patologia oftalmologica externa en los RN de la
muestra.

Comprobar que la solucion de povidona iodada al 2,5% es un agente profilactico
eficaz de la ON reduciendo significativamente su prevaléncia

Evaluar la eficacia de la utilizacion de los métodos microbioldgicos simples y
métodos basados en PCR para la identificacion de los microorganismos
principales en las muestras tanto de las madres como de los RN, con y sin

signos clinicos de conjuntivitis aguda.

16



Introduccion

5. INTRODUCCION

5.1. Oftalmia neonatal, oftalmia de recien nacido: concepto

La ON es una conjuntivitis aguda o subaguda que ocurre en el primer mes de vida del
RN, y que se presenta con secreciénes oculares asociadas a quemosis y edema palpebral
3 Es un problema global que ocurre en aproximadamente el 7-19% de todos los RN 2.

En la mayoria de los casos, la ON se adquiere durante el paso del nifio por el canal del
parto aunque también se puede desencadenar por la exposicion del RN a los
microorganismos en el perfodo postnatal **°. Fue descrita por primera vez en 1.750 y a
pesar de una disminucion significativa en la prevalencia en el siglo XIX sigue siendo
una causa importante de morbilidad ocular, especialmente en los paises en desarrollo
donde segun datos de la Organizacion Mundial de la Salud (OMS) causa la ceguera de
10.000 nifios cada afio *°. Es una emergencia médica y muchos casos estan asociados

con la afectacion sistémica que puede determinar un mal pronéstico vital del RN 3.

5.2. Etiologia y cuadro clinico

El globo ocular posee varios mecanismos de defensa contra infecciones externas, tales
como el cierre reflejo de los parpados que permite la cobertura y la proteccion de la
cérnea por la pelicula lagrimal y los mecanismos de la inmunidad especificos y no
especificos. En el parto vaginal los mecanismos de la proteccion de los parpados son
ineficaces para proteger la superficie externa del globo ocular que queda expuesto a la
inoculacion de la flora vaginal materna. Por otra parte, los mecanismos inmunes
especificos estdn poco desarrollados en el RN jugando un papel insignificante en la
proteccion del globo ocular contra la agresion de los organismos infeciosos . La
etiologia de la ON es variada, puede ser infecciosa (bacteriana o viral) y no infecciosa
(secundaria al uso de agentes quimicos, tales como nitrato de plata, antibi6ticos topicos

o povidona iodada) *°.
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5.2.1. Conjuntivitis quimica

La conjuntivitis quimica es ain comdn en las zonas que contintian utilizando nitrato de
plata como agente profilactico y afecta al 90% de los nifios que reciben este tipo de
profilaxis. Se presenta en la primera hora después del parto como resultado de la
irritacion causada por el nitrato de plata al 1% >® Origina una conjuntivitis moderada a
severa con secrecion serosa, a menudo reversible sin tratamiento durante un periodo de
36 horas a 44 horas. Debido a la sustitucion de nitrato de plata por otros agentes
profilacticos (tetraciclina, eritromicina) se ha producido una reduccion en los casos de
conjuntivitis por este agente quimico. Otro antisséptico, la povidona iodada utilizada
para la profilaxis de ON también puede causar una conjuntivitis toxica 24 horas después

de la instilacion y que por lo general se resuelve sin tratamento >33,

5.2.2. Conjuntivitis neonatal infecciosa

La etiologia infecciosa de la ON varia en funcion de caracteristicas epidemioldgicas y
de desarrollo de cada area geogréafica, siendo en general un reflejo de la prevalencia
local de las ETS **% Los microorganismos méas comunes comprenden: Chlamydia
trachomatis, Staphylococcus aureus, Staphylococcus epidermidis, Escherichia coli,
Neisseria gonorroheae, y otros bacilos Gram-negativas. El agente etiolégico mas

comin de la ON 5uviral es el Herpes simple (HSV) 123°13:34.36

Debido a la variacion geogréfica de los microorganismos implicados en la ON es de
suma importancia la utilizacion de pruebas de laboratorio en el manejo inicial de estos
cuadros para la identificacion de los agentes etiologicos especificos, asi como para
instaurar el tratamiento adecuado y realizar una correcta prevencién de las

complicaciones °.
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5.2.3. Cuadro clinico y tratamiento de la ON infecciosa

5.2.3.1. Oftalmia por Chlamydia trachomatis

C. trachomatis es un parasito intracelular obligado porque a pesar de presentar las
caracteristicas generales de las bacterias depende del trifosfato de adenosina del
anfitrion para sus necesidades de energia. C. trachomatis existe en dos formas: los
cuerpos elementales que no son capaces de replicacion mas que constiuye la forma
infecciosa y los corpusculos reticulares, forma intracelular con capaciad de replicacion y
que origina los cuerpos de inclusion. Entre 18 a 48 horas después de la infeccion los
corpusculos reticulares se reorganizan en corpusculos elementales méas pequefios, entre
48 y 72 horas después de la infeccion la célula infectada se rompe y libera las formas

infeciosas 2.

Las células infectadas por C. trachomatis son limitadas. Incluyen las células epiteliales
de las membranas mucosas de la uretra, endocérvix, endometrio, trompas de Falopio, el
tracto respiratorio y la conjuntiva. Las chlamydias penetraran a través de pequefas
abrasiones y laceraciones y las manifestaciones clinicas son causados por la destruccion
directa de las células durante la replicacion y la respuesta de las citoquinas inflamatorias
estimuladas por C. trachomatis. La infeccion no confiere inmunidad y la reinfeccién
induce una respuesta inflamatoria de alta intensidad con lesion tisular subsiguiente. A
nivel de los ojos esta respuesta produce una conjuntivitis cronica, neovascularizacion
corneal, cicatrizacién corneal con pérdida de la transparencia y la consiguiente

reduccion de la agudeza visual *%%%,

Los bebés que nacen por via vaginal de madres con infeccion activa tienen un 50-70%
de riesgo de tener la conjuntiva, nasofaringe, el recto y la vagina colonizadas por C.
trachomatis 3*. La ON se desarrolla en aproximadamente 30 a 50% de los recién nacidos
expuestos y de estos 15 a 20% desarrollan neumonia intersticial difusa **. La ON por C.
trachomatis se presenta por lo general entre 6 a 26 dias después del parto y se
caracteriza por edema palpebral, secrecion serosanguinolenta y posteriormente
mucocopurulenta, puediendo estar asociada a seudomembranas. Cuando se deja sin

tratar causa una conjuntivitis cronica con neovascularizacion de la cérnea 'y
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cicatrizacion 2. En algunos RN por cesarea y via vaginal la infeccién se presenta dentro
de 24 horas después del parto lo que sugiere que la infecciéon también se puede adquirir

intrautero 34,

Diagnostico

La conjuntivitis por C. trachomatis puede ser diagnosticada a través de los hallazgos
citoldgicos, seroldgicas , por cultivo y por metodos de amplificacioin de los acidos
nucleicos ¥. Debido a su alta especificidad y baja proabilidad de contaminacion el
cultivo sigue siendo una técnica util para el diagnostico de C. trachomatis pero las
pruebas de la amplificacion de &cidos nucleicos estan desplazandolas en la clinica
habitual ya que tienen una alta sensibilidad (90 a 98%) y especificidad cuando se
utilizan correctamente **?*?*. Las pruebas comerciales de amplificacion de &cidos
nucleicos actualmente en uso s6lo permiten la deteccion de C.trachomatis, pero estan
ahora disponibles pruebas que detectan simultdneamente en tiempo real, trés cepas de
chlamydia implicados en las infeciones en el hombre: trachomatis, psittaci y
pneumoniaie, aungque se necesitan ensayos clinicos para confirmar su utilidad en el

diagnéstico y seguimiento terapéutico *.

Tratamiento

La eritromicina oral es el tratamiento recomendado para la conjuntivitis y la neumonia
causadas por la infeccion por C. trachomatis en el RN, en una pauta diaria oral de 50
mg / kg divididos en 4 tomas durante 14 dias. En 20 a 30% de los casos el primer ciclo
de tratamiento no erradica el microorganismo y se requiere un segundo ciclo de

tratamento 1,2,34,39,40,41

. También se debe hacer el tratamiento a los padres con
tetraciclina o eritromicina durante un periodo de dos semanas > La OMS y la American
Academy of Family Physicians (AAFP) recomiendan el tratamiento con azitromicina
(Zithromax) 1 gramo por via oral en una sola dosis y Doxyciclina (Vibramicina®) en la
dosis de 100mg/ dos veces /dia via oral 1041

Los regimenes de tratamiento para infecciones urogenitales estan bien establecidos, sin
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embargo hay registros de la peristencia de C. trachomatis a pesar de la realizacién de la
terapéutica apropiada con azitromicina, en contraste con los resultados obtenidos en la
actividad in vitro de este farmaco. La rifampicina es un potente inhibidor de la DNA
polimerasa dependiente de RNA que muestra in vitro una accion poderosa contra C.
trachomatis, sin embargo no se recomienda su uso aislado en el tratamiento de
infecciones urogenitales por C.trachomatis, debido al riesgo de desarrollo de
resistencia. Una nueva estrategia de tratamiento es la combinacion de azitromicina +
rifampicina, que result6 ser mas eficaz en el controle de la infeccion que la azitromicina

aislado #,

La oftalmia por C. trachomatis puede resolver espontdneamente en un periodo de 8-12
mes pero en estos casos aumenta el riesgo de secuelas en la cornea con la consiguiente

pérdida de su transparéncia®**,

5.2.3.2. Oftalmia por Neisseria gonorrhoeae

El género Neisseria incluye un total de 10 especies que se encuentran en el ser humano
siendo N. gonorrhoeae uno de los patdgenos de las especies que utilizan los seres
humanos como Gnico huésped natural *. Es una bacteria aerobia gram-negativa en
forma de coco y dispuestos en pares (diplococos). Uno de los principales factores de la
virulencia es la presencia de pili (reguladas por un complejo de genes Ilamado PIL), que
le permite la adherencia a las células epiteliales no ciliadas de la conjuntiva y que

ademas confiere resistencia a dichas bacterias contra los neutrdfilos del huésped.

El riesgo de ON para N. gonorrhoeae es de 1-5% en general y 30-45% en los paises en
desarrollo > De los RN por via vaginal de madres con infeccién activa, 30-40% pueden
desarrollar ON por N. gonorrhoeae. Esta condicion se presenta como una conjuntivitis
hiperaguda con edema palpebral, quemosis, y una secrecién purulenta y sanguinolenta
muy abundante poco después del parto o 2-5 dias después >>%®. Sin tratamiento la
oftalmia progresa a ulceracion, panoftalmitis y perforacion de la cornea, en un periodo
de 24 horas. Puede tener afectacion sistémica expresa como la artritis, sepsis y

meningitis *#°%.
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Diagnostico

Pruebas no cultuturais para el diagnéstico de N.gonorrhoeae incluyen frotis directos de
tincion de Gram y la tincion con azul de metileno. No hay grandes diferencias entre los
dos métodos que tienen buena sensibilidad y especificidad (97,3% y 99,6%,
respectivamente, en los examenes uretrales de pacientes sintomaticos), sin embargo la
tincion de Gram distingue bacterias Gram-negativas (rosa-rojo) de Gram-positivos
(azul-violeta) **. Asi por el método de Gram, diplococos intracelulares como N.
gonorrhoea pueden ser identificados en 70% de los casos. El cultivo se realiza en
medios no selectivos (por ejemplo, agar chocolate) y medios selectivos (placas de
Thayer-Martin), pero cada vez més se sustituyen por métodos de amplificaciéon de

acidos nucleicos .
Tratamiento

Un nifio con oftalmia por N. gonorrhoeae debe ser hospitalizado, tratado con irrigacion
frecuente de la conjuntiva y la administracion de ceftriaxona intravenosa o
intramuscular (25 a 50 mg) una dosis maxima de 125 mg o cefotaxima intramuscular de
10 mg o0 25 mg / kg por via intramuscular o por via intravenosa 12 / 12h durante 7 dias.

Los padres también deben ser investigadas y tratados #>*°.

5.2.3.3. Conjuntivitis neonatal por virus herpes

El virus del herpes simple (VHS) es un virus con envoltura que contiene ADN de doble
cadena y simetria del capside icosaédrica. Codifica una gran cantidad de proteinas
estructurales y no-estructurales que le permiten regular la persistencia y reactivacion
escapando a las defensas del huésped. El virus se libera por exocitosis, lisis celular y
puentes célula-célula. Puede causar infecciones agudas, persistentes y latentes. Son
virus ubicuos que causan enfermedades benignas, especialmente en los nifios, pero
también pueden conducir a morbi-mortalidad importante en los pacientes
inmunodeprimidos *. El hecho de ser un virus capaz de establecer un estado de latencia
con recurrencias asintométicas en la mayoria de los casos, transforma la persona

infectada en una fuente del virus durante toda su vida. Hay dos tipos de virus VHS 1y
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2, siendo el VHS 1 mas frecuente. VHS 2 se transmite generalmente por contacto
sexual, estableciendo la latencia en las neuronas y recidivando en situaciones de estrés o
de inmunosupresion®. Los lactantes adquieren la infeccién de madres con infeccién
activa en el canal de parto. En el 50% de los nifios infectados hay afectacién sistémica
que puede conducir a hepatitis, neumonia, encefalitis y coagulacion intravascular

diseminada >*.

Diagnostico

El diagnostico de VHS se hace por métodos directos como la cultura, la deteccion de
antigenos mediante la prueba de fluorescencia directa, el frotis Tzank, la citologia
directa y las técnicas moleculares destacandose la reaccion en cadena de la polimerasa
(PCR) ***. Los métodos indirectos incluyen pruebas serolégicas para anticuerpos,
utiles en el diagnodstico de la infeccion primaria y en estudios epidemiol6dgicos. La
cultura de utiliza células de diferentes cepas USIN (MRCS5 fibroblastos humanos, Hep2,
etc.) en los que se observa el efecto citopatico que produce el virus entre las 24-72 horas
de incubacion del cultivo. EI cultivo y las técnicas moleculares que tienen un
sensibilidaded de 100% con un resultado rapido, son los métodos mas utilizados para el
diagnostico *°*°. La muestras oculares utilizadas son el frotis de conjuntiva, el raspado

corneal y liquidos vesiculares o frotis de las lesiones **.

Cuadro clinico

La afectacion ocular mas comun de VHS 2 en el RN comienza entre 6 a 14 dias después
del parto con hiperemia conjuntival, blefaroconjuntivitis con vesiculas en el parpado y
queratitis epitelial dendritica. En ocasiones se asocia con la afectacién de retina
periférica con coriorretinitis y vitritis. Puede ocurrir atrofia del nervio optico en los
nifios con afectacion del SNC. La infeccion por VHS diseminada provoca una alta tasa
de mortalidad de los RN 2. En aproximadamente el 50% de los nifios la oftamia viral
se asocia con adenopatias 2. Durante la nifiez las secuelas se manifiestan en forma de
uveitis con catarata secundaria, incluso en casos raros se puede presentar una retinitis

fulminante que afecta a toda la retina. Otra secuela es la ceguera cortical en los nifios
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sobrevivientes de la encefalitis VHS, generalmente asociada con diversos déficits
neurolégicos 2. La oftalmia neonatal VHS-2 se debe diagnosticar lo antes posible debido
al riesgo de la enfermedad diseminada, especialmente en los nifios que se presentan con

ictericia progresiva, hepatoesplenomegalia, fiebre y ampollas en la piel *°.
Tratamiento

El tratamiento se debe hacer con aciclovir sistétmico 60 mg / kg / dia en 3 dosis durante
14 dias para reducir el riesgo de propagacion sistémica y tratamiento tépico antiviral

con aciclovir 5xdia durante un periodo de 10-15 dias ou ganciclovir (gel) 5x/dia 7 dias
2,541

5.2.3.4. Otros agentes implicados en la etiologia de la ON

En el 30 al 50% de los casos la etiologia de la ON no se debe a los agentes que se
transmiten por via vaginal, sino que implican a otros microorganismos de otras
localizaciones. Los mas comunes entre los Gram positivos son: Staphylococcus aureus,
Staphylococcus epidermidis, Streptococcus viridans y Streptococcus pneumoniae y
Gram negativos: Enterococcus, Escherichia coli, Serratia spp estan involucrados en un
pequefio porcentaje de los casos >8> | os signos clinicos son variables y pueden
estar presentes entre 3-19 dias después del parto, y por lo general hay presencia de
secrecion purulenta >*. Para la confirmacion diagndstica se puede utilizar la tincién de
Gram, pero para el diagndstico definitivo se debe utilizar el cultivo. En la mayoria de
los casos, el tratamiento es topico aungue se debe considerar el tratamiento sistémico en
casos severos como en el caso de oftalmia por Pseudomonas, agente etioldgico
implicado raramente en ON pero a veces responsable de una conjuntivitis aguda que
puede progresar hasta endoftalmitis y perforacion de la cdrnea e incluso la muerte en

casos de diseminacion sistémica 22,
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Cuadro 1 Resumen del tratamiento de la oftalmia neonatal

Etiologia

Tratamiento 210344

Quimica

Ninguno

C. trachomatis

Eritromicina (jarabe) 50mg/Kg/dia em 4 doses durante 14 dias
+ Eritromicina pomada 6/6h + o Azitromicina topica

Tratamiento de los padres con tetraciclina oral o eritromicina oral durante 2

semanas o 1 grama oral de Azitromicina en una solo dosis

Bacterias
Gram + Eritromicina 0,5% o Tetraciclina en pomada de 6/6h durante 7 dias
Gram - Gentamicina o Tobramicina pomada de 6/6h durante 7 dias

N. gonorrhoeae

Ceftriaxona 25-50 mg/Kg IM ou IV en una solo dosis o Penicilina G aquosa
100,000 U/kg/dia durante 7 dias. En las en areas con resisténcia a la penicilina

tratar con Ceftriaxona 25/50 mg /dia IM ou IV durante 7 dias

Tratamiento de los padres

Virus

Herpes simple

Aciclovir pomada 5x/dia- 10-15 dias, Ganciclovir (gel 0,15%) 5x/dia 7 dias

Aciclovir 10 mg/m? IV o 45-60mg/kg/dia (en los RN de término de) 8/8h durante

14 dias o 21 dias en los casos de enfermedad diseminada

5.2.4. Epidemiologia de la ON

La prevalencia de la ON se redujo drasticamente del 20-79% de los RN en siglo X1X al

1-2% en los paises desarrollados, hoy en dia > Varios factores determinan la a(n

elevada prevalencia de la ON en los paises en desarrollo a saber:

a) De acuerdo con datos de la OMS los paises con las tasas mas altas en la

incidencia y prevalencia de ETS se encuentran en: Asia (regiones del sur-sureste) en el
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Africa subsahariana, América Latina y el Caribe. EI mayor nimero de nuevos casos se
ha registrado a nivel de Africa 2.

b) La insuficiente cobertura de la atencién primaria de la salud incluyendo la

atencion prenatal 13347,

c) La ausencia de programas rutinarios de profilaxis de la ON >73347:48,

d)  El bajo nivel socio-econémico &34448,

De las bacterias implicadas en la etiologia de ON, 67% son similares a las encontrados
en el tracto genital inferior y de la placenta de las madres de los nifios afectados °. Los
datos de la OMS sefialan que cada afio ocurren en Africa, 340 millones de nuevos casos
de sifilis, gonorrea, infeccion por clamidia y tricomoniasis en los hombres y las mujeres
en edad sexualmente activa (15-49 afios) 2. La prevalencia global de la contaminacion
del canal de parto con el virus VHS-2, estimada mediante un estudio piloto llevado a
cabo en Sudafrica en 2012, que incluy6 a mujeres que asisten a consultas prenatales el

Servicio Nacional de Salud en 4 provincias de Sudéfrica , fue del 55,8 % *’.

Los factores de riesgo perinatales implicados mas a menudo en la aparicion de la ON en
el RN incluyen factores relacionados con la madre y los factores relacionados a las

condiciones bajo las cuales se desarrolla el parto *.

Los factores relacionados con el parto son: el parto realizado en el ambiente no estéril y
la rotura prematura de la membrana amniodtica (RPM). De todos ellos los mas
involucrados en el aumento del riesgo de ON en el RN son: infeccidn pélvicovaginal

(IPV) materna durante el embarazo, RPM, lugar de nacimiento y nivel socio-econémico
8,10,48

Vaginitis materna

Vaginitis materna se refiere a la inflamacion de la vagina que ocurre a menudo en
combinacion con la inflamacion de la wvulva, una condicién conocida como
vulvovaginitis *°. Vaginitis en general es el resultado de una infeccién con levadura,
bacterias, o Trichomonas, pero también puede surgir debido a la irritacion fisica o

quimica de la zona. La vaginosis bacteriana es la infeccion mas comdn que causa
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vaginitis. Esta condicion resulta de un desequilibrio de crecimiento excesivo en las
bacterias normalmente presentes en la vagina. No esta claro si la actividad sexual juega
un papel en el desarrollo de la vaginosis bacteriana, y algunos expertos creen que puede
ocurrir en mujeres que no han tenido contacto. La gonorrea y la clamidia son agentes de

ITS también involucrados en la etilogia bacteriana de la vaginites materna 3",

La vaginitis por lo general se presenta en mujeres que no han tenido la atencion prenatal
de la madre y constituye el principal factor de riesgo para el desarrollo de conjuntivitis
aguda. La infeccion urogenital por C. trachomatis es la enfermedad bacteriana de

transmision sexual mas comdn en el mundo 2>4°,

La incidencia esta directamente relacionada con el grado de actividad sexual de los
individuos y no a una area geografica especifica. La OMS estima que en todo el mundo
se producen cada afio 489,9 millon de nuevos casos y de estes 92,6 millones en la

region Africana *2.

Ya que se estima que 30-80% de las mujeres con infeccion urogenital por N.
gonorrhoeae y 85% con infecion por C. trachomatis son asintomaticas, en los paises
desarrollados se recomiendan programas de deteccidn anuales a los grupos de mujeres
mas propensos (las mujeres sexualmente activas menores de 26 afios) ***"*%, Los datos
indican que los RN de madres infectadas con N. gonorrhoeae y C. trachomatis

muestran tasas de transmisién conjuntivales de 42% y 31% respectivamente .

En muchos casos de uretritis no gonococica y cervicitis blenorragica se ha identificado
en los ultimos afios otro agente causal: Mycoplasma genitalium (M. genitalium). Esta
bacteria es el organismo de vida libre mas pequefio que tiene la caracteristica Unica de
no tener pared celular, lo que lo hace resistente a los antibidticos cuyo mecanismo de
accion es la interferéncia de la sintesis de la pared celular (por ejemplo: penicilinas,
cefalosporinas y vancomicina) 2#°**°. Actualmente el tratamiento de primera linea de
MG son los macrdlidos (azitromicina) y sendo los de segunda linea las

fluoroquinolonas, sin embargo, las mutaciones presentadas por M. genitalium han
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determinado el aumento del fracaso del tratamiento con estos antibiticos siendo

necesario revisar los protocolos utilizados **

Se aisl6 por primera vez en 1980 en 2 de un total de 13 hombres con uretritis®, La alta
tasa de concordancia en las parejas sexuales de las personas infectadas indica que M.
genitalium se transmite sexualmente °***, Es un anaerobio facultativo y debido a su
lento crecimiento en medio de cultivo (2-6 semanas antes de dar un resultado positivo)
no se utiliza el cultivo como medio de diagnéstico 2* Las pruebas basadas en la PCR son
actualmente el método diagnéstico de eleccion **. La prevalencia de la M. genitalium es
de 6,3% en las mujeres y el 6% en los hombres en grupos de riesgo. Si bien la uretritis
en los hombres por M. genitalium suele ser sintomatica, la uretritis y cervicitis causadas

por este microorganismo en la mujer suelen cursar de forma subclinica °**°,

M. genitalium presenta similitudes con el C. trachomatis solo en relacion con las vias de
infeccion y la respuesta inflamatoria y parece ser responsable de la uretritis,
endometritis, cervicitis y salpingitis con complicaciones y secuelas consiguientes en la
forma de embarazo ectopico e infertilidade *"*%. Existe una asociacion entre la infeccion

urogenital y la presencia de M. genitalium en el tracto genital de la mujer "%,

A pesar de que la M. genitalium y otras bacterias anaerobias en ocasiones se aislaron de

los recién nacidos con ON, su papel en esta enfermedad atin no esta bien establecido >°.

Ruptura precoz de la membrana amnidtica

La RPM es la pérdida espontanea de liquido del saco amni6tico a través de la ruptura de
la bolsa que puede ocurrir a partir de 28 semanas de gestacion hasta una hora antes del
inicio del parto. En el parto a término la RPM se refiere a la ruptura de la membrana
fetal antes del inicio del parto y se asocia con varias complicaciones incluyendo un
mayor riesgo de infeccion del feto y el Gtero por el paso de bacterias en el canal vaginal

y en el cuello uterino para el interior del Gtero 40662,

A nivel uterino las bacterias tienen un ambiente calido y himedo propicio para su rapida

proliferacion y diseminacion sistémica que puede conducir a infecciones graves
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maternas en el posparto (neumonia y sepsis) y meningitis en el feto; ambas patologias

pueden conducir a la muerte de ambos 612,

Bajo nivel socioecondmico materno

Las causas de la ceguera en los nifios varian de region a region y son en gran parte
influenciadas por el desarrollo socio-econémico que determina la disponibilidad de los
servicios de atencion primaria de la salud, incluyendo los cuidados oculares primarios.
Los estudios realizados en los paises en desarrollo indican que el bajo nivel
socioecondmico de las madres tiene una relacion directa con la falta de atencion
prenatal que a su vez determina la presencia de factores de riesgo maternos para la
conjuntivitis aguda en el RN: vaginitis, infeccion del tracto urinario, la mala asisténcia

al parto y el aumento de la frecuencia de RPM 101620,

En muchos casos mujeres cumplen con las visitas prenatales recomendadas por la OMS,
sin embargo, en algunos casos el contenido de estas consultas de seguimento prenatal
no cumple con los requisitos recomendados por la OMS, tales como la deteccion de
ETS ™.

5.3. Profilaxis de la oftalmia neonatal

Se han utilizado una variedad de agentes tdpicos para la profilaxis de la ON,
principalmente dos grupos de sustancias: soluciones antisépticas y antibi6ticos y no hay
consenso en la comunidad médica mundial con respecto a la practica de la profilaxis
universal o en relacién con el tipo de agentes profilacticos. Mientras que en el Reino
Unido y Australia no se realiza profilaxis, esta practica es obligatoria por ley en Canada
y Estados Unidos *°*%. Un estudio encontré que en un mismo pais no habfa consenso
sobre el uso de agentes profilacticos en los hospitales en dos regiones 2. Una de las
principales objecciones a la utilizacion de la profilaxis en los paises desarrollados es el
hecho de que en estos paises el diagndstico y tratamento oportuno de las infecciones de
N. gonorrhoeae y C. trachomatis (principales factores de riesgo para ON) durante la
atencion prenatal de las mujeres embarazadas, eliminan la necesidad de profilaxis del
RN %,
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Sin embargo, la mayoria de los estudios recomiendan la profilaxis en las zonas donde la
prevalencia de infecciones de las ETS es alta y no hay programas de deteccion
sistematica y regular en las mujeres en edad fertil, asi como durante la atencién prenatal
en las mujeres **?°. Los antibiéticos y antisépticos mas comdnmente utilizados en el en
la profilaxis de la ON, son respectivamente: eritromicina, tetraciclina , rifampicina y la
povidona iodada. Generalmente los estudios indican que estos agentes son mas eficaces

en la reduccion del riesgo de la oftalmia por C. trachomatis 3>,

Entre los agentes profilacticos se ha impulsado cada vez mas el uso de P-1, aunque que
se apunte a la necesidad de realizar mas estudios para confirmar este agente como una
opcién eficaz para la profilaxis de la ON **7. La molécula de yodo libre puede pasar
facilmente a través de la membrana de los microorganismos, lo que resulta en su interior
una serie de reacciones (oxidacion como la fraccion del tiol (-SH) con la rapida
formacion de dissultitos (R-SS-R), el reemplazo de la molécula de hidrégeno en los
sistemas aromaticos activados, tales como los que ocurren en muchas amino y mono- y
di-yodacion de ciertas olefinas presentes en todos los acidos insaturados libres) que dan

lugar lisis del microorganismo, contribuyendo a la accién bactericida de la P-1%".

Este antiséptico es utilizado desde hace 150 afios y presenta propiedades bactericidas,
fungicidas, virucidas y amebicidas #*°. El uso de la molécula de yodo se limitd
inicialmente por su mala solubilidad y su inestabilidad. Actualmente las formulaciones
de la P-lI (Betadine®) consisten de un complejo de polimero de yodo con
polivinilpirrolidona (polimero de alto peso molecular, soluble agua), lo que aumenta la

actividad bactericida del yodo 2"*°.

En todo el mundo la P-I esta disponible en forma de un polvo o una solucion de 10%
polivinilprirrolidina *’. Fue aprobada en 1950 para su uso dermatolégico y para uso
oftdlmico desde 1986. Las formulaciones para uso oftdlmico varian de 1,25% a 0,5%
(para uso dermatoldgico van desde 0,5% a 10%) 2’. Se encontrd que las formulaciones
menos concentradas tienen un poder bactericida superior y al mismo tiempo son menos
toxicos para la piel y las superficies mucosas ?’. La P-I se utiliza actualmente de forma

rutinaria en la preparacion preoperatoria de la cirugia oftlmica, en particular, en la
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cirugia de intraocular, para la prevencion de la infeccion post-operatoria (destruye y

previene el crecimiento de bacterias, tanto en la piel y en los ojos) #"?%%,

Hay también una version detergente de P-1 que hace la combinacion de la actividad
antibacteriana con la accién detergente, usado cominmente como un antiséptico para la
piel pero que producen reacciones adversas en el segmento anterior del ojo *°. Es una

sustancia estable que mantiene sus propiedades bactericidas en temperaturas elevadas
65

Aunque el uso de P-1 como profilaxis de la ON no tiene la aprobacion del Centro para el
Control y Prevencion de Enfermedades (CDC) de los Estados Unidos, su uso se ha
fomentado cada vez méas en muchos paises, particularmente en los paises en desarrollo

por las siguientes ventajas en relacion con otros agentes profilacticos:

1. Es una sustancia de manejo sencillo y de facil acceso 2".

2. Es menos costosa en comparacion con otros agentes profilacticos utilizados ***'.

3. Se trata de un potente antiséptico con efectos secundarios minimos en la
conjuntiva sana (produce sélo una ligera conjuntivitis quimica que resuelve
espontaneamente un periodo de 24 horas) 2"%3,

4. Su color marrén dentro de la conjuntiva permite demostrar que su instilacion ha
sido correcta '

5. Contrariamente a los antibidticos no se descrito hasta el momento casos de
resistencia a los microorganismos responsables de la ON *47,

6. Cuenta con un amplio espectro de accion incluyendo las bacterias y los virus que

causan la ON 2°°,

Las principales objeciones al uso de la P-1 son debidas al hecho de que se puede
confundir con la formulacion detergente y de acuerdo con algunos autores, la
conjuntivitis quimica causada por P-I puede facilitar la infeccion conjuntival por otros

agentes +282933
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5.4. PACIENTES. MATERIAL Y METODOS:

Metodologia:
a) Del estudio piloto

Antes de iniciar el estudio principal de este trabajo, se realizd un estudio piloto en
HGEAG de marzo a julio de 2010 tras obtener la aprobacion del proyecto por la
Comision de Etica de la Universidad Agostinho Neto, da la Direccion del HGEAG y el
consentimiento informado de las madres. Fue un estudio prospectivo que incluy6 95
RN, de los nifios nacidos durante el periodo de estudio que cumplian los criterios de
seleccion: nacidos de gestacion de término, sin patologia sistémica, peso igual o

superior a 2.300 gramos y de madres que estuvieron de acuerdo en participar.

Los datos maternos fueron recogidos a través de un cuestionario que incluia: la edad, la
raza, la residencia, la paridad, el nimero de visitas prenatales, la patologia durante el
embarazo. Los datos recogidos de los RN fueron: peso al nacer, puntuaciones de Apgar,

tipo de parto y patologia ocular

Poco después del nacimiento los RN fueron sometidos a un examen ocular basico
realizado por un oftalmdlogo con experiencia, que incluyo: la respuesta pupilar a la luz,
examen externo con linterna, la calidad y la simetria del reflejo de la retina (test de
Brlickner) e inmediatamente después de la prueba se recogieron muestras conjuntivales
con hisopos estériles en el fondo de saco conjuntival de los RN. Con las muestras
conjuntivales se hicieron frotis en dos portaobjetos para cada RN: frotis de las muestras
conjuntivales del ojo derecho en el extremo proximal del ojo izquierdo en el extremo
distal (se identifico uno de los extremos de cada porta). A cada portaobjetos se le asigno
un namero correspondiente a la identificacion del RN. Después de secar en el aire
ambiente se fijo (fijador mezcla de: 7% de etanol al 96% con acetona 3%) y se
almacenaron a temperatura ambiente en un periodo de 3 semanas y luego fueron
transportados para ser procesados en el Servicio de Microbiologia e Inmunologia del
Hospital Clinico Universitario de Valladolid, Espafia. En ese centro, un grupo de

muestras se sometio a tincion de Gram y otro grupo de se tifié con azul-de-metileno y
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luego analizados por dos microbidlogos expertos en al menos 20 campos
microscopicos. Ambos debieron estar de acuerdo con los resultados finales del examen.

La presencia de células epiteliales, leucocitos, cocos y levaduras fueron evaluados por
cinco campos microscépicos. La técnica Geno Quick® (Hain Lifescience, Nerhen,
Alemania) se utiliz6 para la CT-ADN en 10 cristales con muestras de recién nacidos con

signos clinicos de ON (secrecion ocular, hiperemia conjuntival y /o edema de parpados).
Metodologia del estudio principal

Se llevd a cabo un estudio prospectivo de intervencion aleatorizado ciego con grupo
control. El fue realizado en el Hospital Geral Especializado Augusto N'Gangula
(HGEAG) un hospital terciario y en el Centro de Salde da Samba, centro de salud
materno-infantil de nivel primario, en el periodo del 7 de Diciembre de 2011 hasta el 22
de Noviembre 2012.

El HGEAG anteriormente llamado " Maternidade Augusto N"Gangula” es la segunda
maternidad mas grande dentro de la trama urbana de la ciudad de Luanda, en el
municipio de Ingombota. Tiene una doble responsabilidad: a la administracion del
municipio y a el Ministerio de Salud. Su poblacion objetivo: las mujeres con patologia

ginecoldgica, las mujeres embarazadas y los nifios.

Actividad del centro (datos del afio 2012): un total de 21 000 partos con un promedio de

1.750 partos/ mes.
Centro de Saude da Samba

El Centro de Salud de Samba se encuentra en la Rua da Samba, en el distrito urbano de
la Samba de la provincia de Luanda. Existe desde el 15 de noviembre de 2001, es un
centro de atencion primaria. Esta subordinado al Ministerio de Salud, y se compone de

dos areas principales: Préactica General y Materno — Infantil.

Durante el afio de 2012 se realizaron 6.727 partos, con un promedio de 561 nacimientos

por mes.
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Profilaxis de la ON

En ambas unidades no habia un programa regular de profilaxis de la ON hasta el

momento de la finalizacion de este estudio.

Calculo del tamafio muestral y randomizacion

La hipotesis que se planteo es que se puede reducir de forma significativa la proporcion
de casos con ON aplicando la profilaxis con P-I. Para determinar el tamafio muestral se

necesita conocer:

a) Magnitud de la diferencia a detectar, se han tenido en cuenta los resultados obtenidos
en un estudio previo que muestra que la proporcion de casos con ON sin este
tratamiento es 12.4%. Se calculan diferentes tamafios muestrales variando la proporcion
de ON después del tratamiento entre el 1% y el 11% en intervalos de 1%.

b) Error de tipo | que se esta dispuesto a cometer o riesgo del estudio (a), y consiste en

afirmar que existen diferencias cuando en realidad no existen.

¢) Error de tipo II que se esta dispuesto a cometer o potencia del estudio (B), y consiste ,

en afirmar que no existen diferencias cuando en realidad existen..
d) Tipo de alternativa:
Unilateral: se indica una direccion en las diferencias.

Bilateral: no se indica una direccion en las diferencias. Esta opcion es mas conservadora
y disminuye el riesgo de cometer un error de tipo I. Se establece que los dos grupos de
tratamiento son del mismo tamafio. Como parametros estadisticos se fiaron un riesgo o
= 0.05, un riesgo B = 0.2 y tipo de alternativa bilateral. Se obtuvieron los siguientes

tamafnos muestrales minimos,
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Tabla 1 Céalculo del tamafio muestral y randomizacién

., Tamaiio
Proporcion ~
. . Tamafio muestral
de casos Diferencia muestral or arUno
ON conel | adetectar por grup
. total de
tratamiento .
tratamiento
1% 11.4% 150 75
2% 10.4% 192 96
3% 9.4% 252 126
4% 8.4% 334 167
5% 7.4% 454 227
6% 6.4% 638 319
7% 5.4% 942 471
8% 4.4% 1484 742
9% 3.4% 2594 1297
10% 2.4% 5420 2710
11% 1.4% 16548 8274

Randomizacion

Asignacion aleatoria por bloques de tamafio 4. A partir de una tabla de ndmero
aleatorios se obtiene una secuencia de bloques. Considerando A el grupo sin tratamiento

y B el grupo con tratamiento, los bloques posibles son:

1: AABB; 2: BBAA; 3: ABAB; 4: BABA; 5: ABBA; 6: BAAB

La asignacion de cada paciente a cada uno de los tratamientos fue secuencial
Reajuste del tamafio muestral

Se reajustaron los tamafios muestrales minimos obtenidos anteriormente para adaptarlos

al nimero de bloques y ademas se le afiadieron un 15% de posibles pérdidas.
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Tabla 2 Reajuste del tamafio muestral

Proporcion . ~ Tamario
de c;)sos ON | Diferencia Nu(rjnero ,15% Tamario muestral
e pérdidas muestral
con_el a detectar bloques | (pacientes) final por grupo

tratamiento final
1% 11.4% 38 23 176 88
2% 10.4% 48 29 222 111
3% 9.4% 63 38 290 145
4% 8.4% 84 51 388 194
5% 7.4% 114 69 526 263
6% 6.4% 160 96 736 368
7% 5.4% 236 142 1086 543
8% 4.4% 371 223 1708 854
9% 3.4% 649 390 2986 1493
10% 2.4% 1355 813 6234 3117
11% 1.4% 4137 2483 19032 9516

Pacientes: La poblacion objeto de estudio estuvo constituida por 322 madres y sus RN

(en CSS 175 y en HGEAG 147).

Criterios de inclusién: RN sanos con peso igual o superior a 2,300 kg, edad gestacional
igual o superior a 37 semanas y de madres que hubieran dado previamente su

consentimiento informado para participar en el estudio.

Criterios de exclusion:
Se excluyeron los RN:
a) Cuyas madres se negaron a participar en el estudio.

b) Con bajo peso al nacer (menos de 2.300 kgs) o prematuros (con menos de 37

semanas de gestacion).
¢) Que presentaran dificultades respiratorias al nacer.

d) De madres diagnosticadas con patologia tiroidea de acuerdo con sus datos clinicos

que constaban en el registro médico personal
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Aspectos éticos

Para realizar el estudio, se obtuvo el consentimiento informado de la Comision de Etica
de Faculade de Medicina de la Universidad Agostinho Neto, de la Direccion del
HGEAG y del Departamento Provincial de Salud para llevar a cabo el estudio en el
CSS. Las madres tuvieron que dar su consentimiento informado antes de la recogida de
datos. El estudio siguio los principios Principios Eticos de de la Declaracion de Helsinki
de la Asociacion Médica Mundial para la Investigacion Médica en seres humanos de

1964 y posterior adenda.

Los datos maternos fueron recogidos a través de un cuestionario que incluia: la edad, la
raza, la educacién, la paridad, el nimero de visitas prenatales, la patologia durante la
duracién de la gestacion, duracion de la RPM. Los datos recogidos de los RN fueron:
peso al nacer, puntuaciones de Apgar, tipo de parto. Los RN fueron distribuidos de
forma secuencial en dos grupos en funcién de blogque de asignacion al azar: el grupo A,
que incluyo6 los RN en los que no se hizo ninguna intervencion, grupo B: los RN que
fueron objeto de intervencion: la instilacion de una gota de povidona iodada al 2,5%
poco después de nacer y después de la finalizacién del examen ocular bésico y de la

toma de mues
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Fig 1 Examen del segmento anterior

Fig 2 Instilacion del colirio de P-1
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Fig 3 Equipo del trabajo en el HGEAG

Fig 4 Realizando el test de Bruckner
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Fig 5 Instrucion de las parteras — CSS

Fig 6 Sala de espera en el CSS
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Se obtuvieron muestras del endocérvix de las embarazadas después de la eliminacion
de las secreciones vaginales. Las muestras oculares de ambos ojos de los RN se
obtuvieron inmediatamente después del nacimiento, por legrado vigoroso de la parte
inferior de la bolsa inferior con un hisopo de algodon estéril y sin el uso previo de la
anestesia topica. Todo las muestras fueran recogidas por el personal médico después del
entrenamiento realizado por un microbidlogo (del Instituto Universitario de
Oftalmobiologia Aplicada de la Universidad de Valladolid (IOBA)) y por un medico
obstetra (del HGEAG).

Las muestras también se obtuvieron del endocérvix de mujeres embarazadas antes del
parto y del fondo de saco de la conjuntiva de los RN con hisopos estéries sumergidos en
un medio universal de transporte (Copan®ltalia SpA, Brescia, Italia), y después se
almacenaron a -70°C. Posteriormente fueron transportados al Servicio de Microbiologia
e Inmunologia del Hospital Clinico Universitario de Valladolid, Valladolid, Espafia para
el procesamiento y analisis. La extraccion de ADN se realiz6 de acuerdo a la rutina de
laboratorio estandar con ADN GXT reactivos / ARN GenoXtract un extractor
(HainLifescience, Nehren, Alemania). Se realizé una deteccion por PCR multiplex que
co-amplifica las secuencias de ADN de C. trachomatis, N. gonorrhoeae, M. genitalium
y un control interno usando el kit de Bio-Rad Dx C. trachomatis/ N. gonorrhoeae/ M.

genitalium (Bio-Rad) segun las instrucciones del fabricante.

Después de recogidas las muestras todos los RN fueron sometidos a un examen ocular
basico que incluyo: la respuesta pupilar a la luz, la posicion y los movimientos de los
parpados y los ojos, el examen de la conjuntiva, el tamafio y la transparencia de la
cornea, el tamafio y la apariencia de simetria del iris, la transparencia del cristalino y la

calidad del reflejo de la retina (test de Brickner).

Tras el examen y recogida de muestras conjuntivales a los RN aleatorizados en el grupo
de intervencion, y en un periodo inferior a 1 hora después del parto, se instilé una gota
de P-1 en el fondo de saco inferior de ambos ojos, intervencion realizada por un

oftalmdlogo.
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A las madres se les proporciond una hoja de informacién con la explicacion de los
signos de conjuntivitis aguda del RN (presencia de inyeccion conjuntival y / o secrecién
conjuntival y / o edema de parpados), y con las instrucciones para volver con su RN
después del alta si presentase estos signos, para ser evaluado en la sala de maternidad,
donde habia ocurrido el nacimiento (HGEAG o CCS). Se anot6 el numero de teléfono
de las madres. Entre el quinto y el séptimo dia después del parto se telefoneo a las
madres invitandolas a llevar a sus bebés en observacion si tenian signos de oftalmia u
otra enfermedad ocular. Los RN que regresaron fueron vistos por el oftalmélogo

responsable del estudio.

Anélisis estadistico:

Se expresaron las variables cuantitativas como medio desviacion estandar (SD). Para las
variables cualitativas se consideraron frecuencias, porcentajes e intervalos de confianza.
Los analisis estadisticos fueron realizads con R Stastitical Software (Foundation for

Statistical Computing, Vienna, Austria).
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6. RESULTADOS

Limitaciones: Como puede entenderse por la condiciones locales y por otros factores,
existen varias limitaciones en este trabajo: Sin embargo solo se mencionaran las que

tuvieron un mayor impacto en el resultado final:

1. La ausencia de un personal permanente para la recogida de datos ha sido una de
las causas de perdidas deinformacion. Una vez obtenidas las muestras maternas
habia que esperar el periodo de trabajo de parto para proceder a la recogida de
los datos y muestras de los RN. Dado que la mayoria de las veces estaba so6lo la
responsable del trabajo para recopilar los datos, en los momentos de partos
simultaneos no fué posible recoger todos los datos adecuadamente lo que ha
determinado la ausencia de algunos. Esta limitacion tambien impidio la

obtencion de una muestra mas grande de los RN y sus madres.

2. El hecho de no se haber realizado el cultivo de las muestras de los RN lo que
impidié una evaluacion de otros agentes etioldgicos de transmision no sexual

involucrados en la ON.

3. La necesidad de transporte de muestras para procesamiento y analisis en el
Servicio de Microbiologia e Inmunologia del Hospital Clinico Universitario de
Valladolid, sobre todo debido a la falta de laboratorios locales para llevar a cabo
los métodos de la PCR, con pérdidas de algunas muestras por mal

acondicionamiento de los tubos de transporte.

4. La debil respuesta de las madres en volver a la segunda observacion lo que
impidié la la recogidas de muestras en los RN que hubieran desarrollado
oftalmia después del alta hospitalaria, un aspecto importante del estudio que
resultaria en la obtencion de datos acerca de la frecuencia de ON en ambos
grupos de randomizacion para demuestrar la eficacia de la profilaxis con el

colirio de P-I (objetivo primario del estudio).
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RESULTADOS

Para la materializacion de los objetivos propuestos se llevaron a cabo tres estudios:

1- Alexandre I, Cortes N, Justel M, Fernandez I, Ortiz de Lejarazu R, Pastor JC
“The value of simple microbiological studies for on-site screening of acute

neonatal conjunctivitis in Angola"

2- Justel M, Alexandre I, Martinez P, Sanz |, Rodriguez-Férnandez A, Fernandez I,
Pastor JC, Ortiz de Lejarazu R. “Vertical Transmission of Bacterial Eye
Infections, Angola, 2011-2012."

3- Alexandre I, Justel M, Martinez P, Ortiz de Lejarazu R, Pastor JC. “First
attempt to implement Ophthalmia Neonatorum prophylaxis in Angola:

Microorganisms, efficacy, and obstacles”

El estudio piloto y el primer y segundo estudios se centraron en el cumplimiento de los

objetivos especificos del 1 al 4 y el segundo en el objetivo especifico 5.

1- Resultados del estudio piloto
Se incluyeron 95 RN y sus madres en el HGEAN de marzo a junio de 2010. Las
madres tuvieron una edad media de 24,39 + 6.29 afios y procedian en su mayoria
(55,7%) de los barrios de bajo nivel socioeconémico en Luanda. De la muestra
un total de 14 madres (14,7%) no habian tenido ninguna consulta prenatal y el
resto tuvo un promedio de visitas prenatales de 5.15 + 2.5. Las madres tenian
una paridad promedio de 1.7 = 1.7 partos. EIl 23.83% de las mujeres, 14 (14,7%)
tenian signos y sintomas de IPV y 27 (28,4%) de infeccidnes del tracto urinario
durante el embarazo. En la exploracion oftalmoldgica de los RN, 5 mostraron
signos clinicos de ON. La tincion de Gram reveld la presencia de células
epiteliales y leucocitos en 87,6% del 15% de los raspados conjuntivales. Estos
valores fueron significativamente mayores que los mostrados por la tincion con
azul-de-metileno. Con ninguno de los métodos de tincion se identificaron
bacilos, cocos o levaduras. No hubo correlacion entre la presencia de ON, con

los datos maternos y factores perinatales.
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2- Resultados del estudio principal

La muestra incluy6 a 316 madres de entre 14 y 52 afios, con un grupo de edad
predominante entre los 14 y los 24 afios, edad media 25 afios (tabla 3), siendo la
mayoria (28%) de un nivel basico de educacion, con 2.2 % de madres
analfabetas. La paridad oscil6 0-9 nacimientos con predominio de mujeres con
tres nacimientos (82%). En cuatro casos no se registrd la paridad. EI nimero de
consultas prenatales maternas vario de 0-9, con un promedio de cuatro visitas.
En 19 casos no habia registro de las consultas prenatales. Un total de 96 madres
(30,4%) presenté patologia durante el embarazo, con una prevalencia de
infeccion del tracto urinario en 81 madres (25,6%) y vulvovaginitis en 13
madres (4,1%) (Tabla 4). Un total de 80 madres (25,2%) tuvo RPM y la mitad
de ellas en un tiempo de mas de seis horas (tabla 5).

Tabla 3 Muestra materna en el HGEAG y CCS — Distribucién etaria

Grupo etario N %
14-24 160 50,6
25-35 138 43,7
36-46 17 5,4%
>47 1 0,3%
Total 316 100

45



Resultados

Tabla 4. Sospecha clinica de infeccion materna

N %
Infeccidn urinaria 81 25,6
Vulvovaginitis 13 4,1
Infeccion urinaria + vulvovaginitis 2 0,6
Sin infeccion 220 69.6
Total 316 100

Muestra materna en el HGEAG y CCS - patologia durante la gestacion

Tabla 5 Tiempo de la ruptura del saco amniético

Tiempo de la ruptura del saco amniético N %

integra 126 39,9
Ruptura <6h 40 12,6
Ruptura > 6h 40 12,6
Sin datos 110 34,8
Total 316 100
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Un total de 318 nifios, constituyeron la muestra de los RN. Se excluyeron del
estudio 72 RN (22,6%) por tener dificultad respiratoria, por muerte o por

transferencia de la madre a otro hospital antes del parto.

Los RN tuvieron una edad gestacional entre 36 y 40 semanas, un peso promedio
de 3.260 gramos (tabla 6), 123 eran del sexo femenino y 118 del sexo masculino
(en 5 RN no se registro el sexo) (Tabla 7). El tipo de parto predominate fue el
parto vaginal (218 de 246 casos, 88,6%). De acuerdo al grupo de aleatorizacién
en 129 RN se hizo la instilacion de P-1 (tabla 8). Un total de 44 nifios
presentaron patologia ocular al nacer, de estos 31 (12,6%) tenian hiperemia
conjuntival y 11 (4,4%) mostraran signos compatibles con ON (hiperemia
conjuntival, edema de pérpados y o secrecion) (Tabla 9). Todo los RN con
sospecha clinica de ON tuvieron parto por via vaginal, con tres nacidos de
madres que reportaron infeccion del tracto urinario durante el embarazo, cinco
de madres sin RPM en el momento de la observacion. En 6 no habia datos

acerca del momento de la RPM.

Tabla 6 Distribucion de los recién-nacidos por el peso

Peso (gr) N %
2300-3000 88 358
3050-4000 139 56,5
>4000 18 7,3
Sin datos 1 0,4
Total 246 100
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Tabla 7 Distribucion de los recién nacidos por género

Sexo

Masculino

Femenino

Sin datos

Total

118

123

246

%

48,0

50,0

2,0

100

Tabla 8 Distribucion de los recién-nacidos segundo la intervencion (instilacion del colirio de

povidona-iodada

Instilacion de colirio de

povidona-iodada

Si (B)

No (A)

Sin datos

Total

129

115

73

317

%

40,6

36,2

23,0

100
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Tabla 9 Distribucidn de los recién nacidos segun la patologia ocular

Patologia Ocular

Hiposfagma

Hiperemia

conjuntival

Oftalmia neonatal

Sin patologia

Total

31

11

202

246

%

0,8

12,6

4,4

82,1

100

Se incluyeron un total de 567 muestras clinicas que fueron analizadas por PCR

multiplex para la deteccion y estimacion de la prevalencia de C. trachomatis, N.

gonorrhoeae, M. genitalium (Tabla 10).
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Tabla 10 Prevalencia de Chlamydia trachomatis, Neisseria Gonorrhoeae y Mycoplasma genitalium

detectada por PCR multiplex en las muestras endocervicales maternas y conjuntivales de los recién

nacidos.

Microrganismo

C. trachomatis

N. gonhorroeae

M. gentalium

Total

Muestra

Endocervical

Conjuntival

Total

Endocervical

Conjuntival

Total

Endocervical

Conjuntival

Total

Endocervical

Conjuntival

Total

312

255

567

312

255

567

312

255

567

312

255

567

Positivos

12

19

21

28*

35

Prevalencia (%)

2,6

2,1

0,6

04

0,5

6,1

0,8

3,7

9,0

2,7

6,2

[95% CI]

[1,3-4,9]

[0,8-4,5]

[1,2-3,6]

[0,2-2,3]

[<0,1-2,2]

[0,2-1,5]

[3,9-9,3]

[0,2-2,8]

[2,4-5,6]

[6,2-12.6]

[1,3-5,5]

[4,5-8,5]

*Una madre present6 coinfection com C. trachomatis y M. genitalium.

Las tasas de transmision de microorganismos fueron del 50% para la C. trachomatis y el

10,5% para el N. gonorrhoeae y M. genitalium. En cinco recién nacidos se ha

observado el “efecto espejo” es decir, los microorganismos de sus muestras

conjuntivales fueron positivos para los mismos germenes identificados en muestras

cervicales de sus madres: la muestra cervical (madre) y conjuntival (hijo) n° 81M, 81H

50



Resultados

(HGEAG), 23M, 23H y 100M, 100H (CCS) ambas positivas para C. trachomatis, la
muestra cervical (madre) y conjuntival (hijo) n® 122 M, 122H (HGEAG), ambas
positivas para M. genitalium y la muestra cervical (madre) y conjuntival (hijo) n° 85M,

85 H (CCS) ambas positivas para N.gonorrhoeae.

En 62 nifios (19,2%) no hubo informacidn sobre la muestras conjuntivales y 6 madres
no tenian datos de las muestras endocervicales, en 7 madres infectadas (2 infectadas
com C. trachomatis 2 y 5 infectadas con M. genitalium), no hubo muestras de sus RN.

El agente etiolégico mé&s comdn en los recién nacidos fue C. trachomatis en 5 casos,
seguido de M. genitalium con 2 casos y un caso fue positivo para el N. gonorrhoeae. La
PCR fue positiva en 28 madres, con un predominio de la M. genitalium (19 casos),
seguido de C. trachomatis (8 casos) y 2 casos fueron positivos para el N. Gonorrhoeae.
Uno de los casos tenia una co-infeccion de C. trachomatis y M. genitalium. Sobre el
total de las madres con resultados positivos, diez presentaron factores de riesgo: RPM
todos positivos para la M. genitalium, seis madres tenian un tiempo de mas de 6 horas
de la ruptura, y tres madres tenian vulvovaginitis, en una habia infeccion urinaria
asociada con IPV y un caso con infeccion del tracto urinario. Todas las madres con
RPM tuvieron infeccion vaginal. Todas las madres con RPM tenian C. trachomatis

positivo, y una madre positiva a N. gonorrhoeae tenia una RPM por encima de 6 horas.

Tabla 11 Resumen de los casos y muestras del estudio

Maternidad Muestra  Muestras Muestras RN con RN tratado RN que
del RN endocervicales conjuntivales signos de con P-I volvieron
maternas conjuntivitis para 2°
al nacer observacion
HGEAG 157 171 132 20 69 14*
CCs 122 140 100 22 60 2
Total 279 311 232 42 129 16

*Cuatro de los RN que volvieron presentaron signos de conjuntivitis con secreciones
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Tabla 12 Resultados del PCR en la muestras endocervicales maternas y muestras conjuntivales de los
recién nacidos. Co-infecion: una muestra materna presenté positividad para GT y MG

Casos con madres y RN infectados por el Co-
mismo microorganismo infeciones
n

Total de muestras endocervicales 311

validas (mdes)

C. trachomatis 8 3 1

N. gonorrhoeae 2 1

M. genitalium 19 1 1

Sin muestras 6

Total de muestras conjuntivales 232

(RN)

C. trachomatis 5

N. gonorroheae 1

M. genitalium 2

Sin muestra 63

A pesar de los esfuerzos para explicar a las madres la importancia de volver a la visita
de seguimiento de 5-7 dias después del parto, s6lo 16 nifios regresaron para una
evaluacion adicional, 10 de ellos no mostraron signos de patologia ocular, dos
mostraron signos de ON bilateral en el dia 3 después del parto, de acuerdo con las
madres; uno tenia hiposfagma unilateral y tincién ictérica conjuntival en ambos 0jos.
No hubo relacién en estos casos con la presencia de la infeccion del tracto urinario o

infeccion vaginal de la madre.
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7. DISCUSION

A pesar de los grandes progresos obtenidos por la Oftalmologia en el siglo actual,
existen todavia varios retos que los expertos tienen que hacer frente en muchas partes
del mundo, para la erradicacion total o el adecuado control de las enfermedades
prevenibles y responsables de la ceguera o baja la vision. Esto es particularmente dificil
para los oftalmélogos de los paises en el desarrollo, como es el caso de Angola, ya que
para el control de estas enfermedades deben considerarse primero, como problemas de
salud publica y deben incluir profesionales de diversas especialidades, para el control no
solo de la patologias responsables por las deficiéncias visuales sino principalmente de
sus factores de riesgo. Sin embargo, esta no es la situacion actual en determinados
lugares del planeta.

Este trabajo es el primero de su tipo en Angola, y proporciona datos sobre la frecuencia
de la ON en los RN y también acerca de las enfermedades de transmision sexual en las
mujeres embarazadas en dos unidades de salud materno-infantil en la ciudad de Luanda,
una unidad terciaria y el segundo mayor centro materno-infantil de Luanda: el HGEAN
y el Centro de Saude da Samba: unidad materno-infantil de nivel primario.

En ambas unidades los registros de los datos clinicos de las embarazadas no mostraron
diferencias con respecto a las medidas profilacticas para reducir la ON, es decir, la
deteccion de enfermedades de transmision sexual durante el embarazo. En ninguna de

las dos unidades existia un plan rutinario de profilaxis de la ON.

Esta situacion es similar a lo que ocurre en los paises mas subdesarrollados muchos de

los cuales se encuentran en Africa 313164748

A pesar de las limitaciones que presenta el trabajo, se observa que los microorganismos
identificados en esta muestra son los mas frecuentemente implicados en la etiologia de
la ON: C. trachomatis y N. gonorrhoeae, de acuerdo con los datos reportados en

trabajos similares *3:66:676869.70

Excepto la ON por N. gonorrhoeae que se ha establecido que puede afectar al feto por

infeccion ascendente durante el periodo intrauterino a partir del cuello del utero de la
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madre infectada, y la infeccion por C. trachomatis en que hay también informes de
infeccion intrauterina “**% otros agentes implicados en la etiologia de la ON entre los
Gram positivo: Staphilococcus aureus, Staphylococcus epidermidis, Streptococcus
viridans y Streptococcus pneumoniae, tienen periodos de incubacién generalmente entre
3-19 dias después del parto, y s6lo después de ese periodo se podrian tener resultados
positivos microbiolégicos en las muestras »#°*®% En este estudio no se han obtenido
datos de estos agentes etioldgicos por las limitaciones ya apuntadas, en especial por la
débil respuesta de las madres en volver para la segunda observacion de sus RN entre 5-7

dias depues del parto. Del total de la muestra solo volvieron 16 (5,7%).

En el 12% de las madres de nuestra muestra se identificaron los agentes de las ETS mas
frecuentes, de acuerdo con los reportados en la literatura, con especial enfasis a la
infeccion materna por M. genitalium, en el 9% de las madres >?*%°. Este es un dato
nuevo en Angola, ya que en ningun estudio previo publicado se ha identificado este
agente en la etiologia de la ETS en mujeres embarazadas o en mujeres en edad fértil. La
literatura ha reportado a M. genitalium como agente emergente de la ETS, con una
prevalencia tres veces mayor en las poblaciones de nivel socioeconémico bajo (7,3%) lo
que indica que es probable que este microorganismo participe en muchos casos de
infeccion genitourinaria persistente de etiologia no gonococica en mujeres y hombres
pero sin diagndstico especifico, ya que la identificacion de este agente solo es posible
con técnicas de PCR, que no se utilizan en el examen de laboratorio de rutina en la

evaluacion de las ETS en Africa 4%,

En las muestras conjuntivales de los RN, dos fueron positivos para la M. gentalium, un
caso con coinfeccién con C. trachomatis, sin embargo la bibliografia no informa la
existencia de casos de ON por este agente, que tiene probabilidades de convertirse en un
agente importante en la morbilidad ocular de los RN debido a la alta prevalencia en las
mujeres embarazadas en los paises subdesarrollados, un hecho confirmado por los

presentes datos >">%.

Los resultados de este estudio también indican que las pruebas microbioldgicas simples
como las pruebas de tincién de Gram y Azul de metileno no son las més adecuadas para
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la identificacion de los agentes de ON en los RN al menos en el entorno de las
maternidades de Luanda.

C. trachomatis es el agente mas frecuente de ON (en la muestra: en 8 de los RN con
muestras positivas 4 lo fueron para C. trachomatis). A pesar de que el cultivo sigue
siendo el estandar, cada vez mas se utilizan otras pruebas como la fluorescencia directa,
o0 las puebas de EIA y pruebas moleculares basadas en PCR, que tienen la ventaja de
una fécil accesibilidad y de no requerir personal especializado, ademas de la reducién de

los requisitos necesarios par el transporte de muestras y de normalizacion de las técnicas
22

La confirmacién de laboratorio de la infeccién por CT y otros agentes de ON tiene
implicaciones muy importantes para el tratamiento y el seguimiento a largo plazo de los

RN infectados y sus padres %.

Aunque la mayor parte de las muestras en nuestro estudio se han obtenido en HGEAG,
centro de salud maternoinfantil a nivel terciario (175 madres y 175 recién nacidos
correspondientes a 54,3% de la muestra total), no habia en esta unidad un plan
hospitalario de profilaxis para los RN, situacién similar a la reportada en otros paises en

desarrollo. 31533,

La falta de datos en relacion con la morbilidad ocular y la mortalidad del RN es una de
las principales razones de esta situacion y por tanto, los datos de este estudio pueden ser
una importante contribucion a la modificacion de la situacion actual y la mejora local

del pronostico visual de los RN.
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8. CONTINUACION DEL TRABAJO

Después de la presentacion del trabajo, tenemos la intencion de continuar con las

siguientes acciones:

1- Continuar con la investigacion para aumentar la evidencia que apoye el uso
de povidona iodada como agente profilactico en los nifios en Angola y para
completar el perfil etiologico de gérmenes de transmision no sexual

involucrados a nivel local en la oftalmia neonatal.

2- Presentar los resultados del estudio el Ministerio de Salud de Angola
(MINSA) destacando los datos obtenidos por primera vez en Angola en relacion
a la etiologia de los microorganismos de transmission sexual involucrados en la
oftalmia y el efecto de imagen especular de los agentes de enfermedades de

transmisién sexual maternas.

3- Presentacidn también al Ministerio de Salud de una propuesta de un programa
nacional de profilaxis de la oftalmia del recién nacido en las unidades materno

infantiles, con el uso de povidona iodada.
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9. CONCLUSIONES

De acuerdo con los objetivos de este estudio y en base a los resultados obtenidos,

Ilegamos a las siguientes conclusiones:

1. Que las madres evaluadas en el ultimo periodo (del 7 de Diciembre de 2011
hasta el 22 de Noviembre 2012) han cumplido en la mayoria de los casos el plan
de visitas prenatales recomendadas por la OMS con una mejora significativa en
la atencidn prenatal, en comparacién con los datos obtenidos en el estudio piloto
en 2010.

2. Que aun que la mayoria de las madres han completado el nimero de visitas
prenatales recomendadas por la OMS, la alta incidencia de M. genitalium
identificado en exudado vulvovaginal indica la necesidad de mejorar este
seguimiento con la inclusion de M. genitalium en la deteccion sistematica de
enfermedades de transmision sexual y que debe considerarse este agente en la

etiologia de las infecciones urogenitales maternas.

3. Que se han identificado y cuantificado por primera vez en Angola agentes
etioldgicos de transmision sexual de la oftamia neonatal: C. trachomatis, N.
gonorrhoeae, asi como una evaluacion preliminar de las tasas de transmision de

madre / hijo.

4. Que se identific6 por primera vez M. genitalium como agente de infeccion
vulvovaginal en mujeres embarazadas en Angola, asi como su tasa de

transmision madre/hijo.

5. Que las pruebas microbioldgicas sencillas basadas en métodos de tincién no son
adecuadas para el diagnéstico de ON en los recién nacidos en el entorno de

Luanda.
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6. Que para el correcto diagnéstico de oftalmia neonatal y enfermedades de
transmision sexual a nivel local se deben utilizar técnicas de diagndstico
molecular basadas en PCR teniendo en cuenta los principales microorganismos

implicados

7. Que la pobre participacion de las madres en relacion al seguimiento
oftalmoldgico de de sus recién nacidos después del alta hospitalaria impidio la
comprobacidn de la eficacia de la povidona iodada.

8. El poco interés demostrado de las madres en la salud visual de sus nifios
demuestra que a nivel local se deben implementar programas regulares de
educacioén para la salud de la poblacion en general y las madres en particular,
para su mejor participacion en proyectos cuyo objetivo principal es la mejora de

la salud de la comunidad.
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Abstract

maternity ward in Luanda, Angola.

perinatal factors.

Background: Neonatal conjunctivitis or ophthalmia neonatorum (ON) is an acute bacterial conjunctivitis contracted
by newborns during delivery. In non-industrialized countries, detection of the etiological agent is difficult due to
the unavailability of modern diagnostic resources. Therefore, we analyzed the effectiveness of Gram and methylene
blue staining techniques, which are simple microbiological methods in suspecting the aetiology of ON in a

Findings: Neonatal conjunctival smears (n = 95), maternal data, and perinatal factors were collected. Slides were
air-dried and sent to the Microbiology Department of the Hospital Clinico Universitario, Valladolid, Spain, where
trained personnel performed Gram and methylene blue staining methods. Findings were interpreted by two expert
microbiologists. Ophthalmological examination of all children showed five newborns with clinical signs of ON.
Fourteen mothers reported were suspected with vulvo-vaginitis, and 27 had a urinary infection during pregnancy.
Gram staining revealed the presence of epithelial cells in 87.6% and leukocytes in 15% of the conjunctival smears.
These values were significantly higher than those shown by methylene blue staining. No rods, cocci, or yeasts were
identified by either staining method. Chlamydia trachomatis DNA was also undetected in a small sub-sample with
clinical suspicion of ON. There was no correlation among the presence of ON, ON microbes, maternal data, or

Conclusions: Basic microbiological techniques did not provide enough information for screening cases of ON in
Angola. Therefore, the use of molecular biology or other techniques is warranted for this purpose.

Keywords: Conjunctival smears; Gram stain; Methylene blue stain; Ophthalmia neonatorum screening; Angola

Findings

Neonatal conjunctivitis, or ophthalmia neonatorum (ON),
has been a major health problem for many centuries [1].
ON develops during the first month of life, and it was
originally referred as conjunctivitis caused by Neisseria
gonorrhoeae. Now this term refers to any acute conjunctiv-
itis (AC) developed in this age group, irrespective of the
causative agent [2]. ON produced by sexually transmitted
pathogens have declined as a result of the decreased
prevalence of these infections as well as routine prenatal
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@ Springer

screenings [3]. ON occurred in 1% to 12% of newborns
and it is a mild disease with the exception of N. gonor-
rhoeae [3]. Without prevention, ON occurs in 30% to 42%
of infants exposed to N. gonorrhoeae and may progress to
corneal ulceration [4]. Today, blindness from ON is rare
in industrialized countries [1], although it is still a problem
in many areas of developing countries [5].

In Angola, after 30 years of civil war, the health care
system has serious deficiencies including the lack of sys-
tematic prophylaxis for ON. In 2009, Pastor and Alexandre
reported that in one maternity ward in Luanda, Angola,
12.3% of the children presented with clinically diagnosed bi-
lateral AC [6]. Microbiological examinations were not avail-
able and there was no information on the causative agents.

© 2014 Alexandre et al, licensee Springer. This is an Open Access article distributed under the terms of the Creative Commons
Attribution License (http://creativecommons.org/licenses/by/2.0), which permits unrestricted use, distribution, and reproduction
in any medium, provided the original work is properly cited.
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Today, agents for ON include Chlamydia trachomatis (CT),
Staphylococcus, Streptococcus, Haemophilus, and others in
addition to N. gonorrhoea [2,3]. Thus, effective treatment re-
quires determining the causative agent.

In 2009, we started in Angola a project with the aim of
developing a national programme for ON prophylaxis.
Because access to microbiology techniques is compli-
cated, we tried to provide the ophthalmologists the simplest
tools to screen the pathogenesis of AC. Two simple and in-
expensive staining techniques (ST), Gram and methylene
blue (MB), were selected. Although they are unable to
detect CT, they provide basic information about other
potential ON agents. Thus, the purpose of this study was to
analyze the clinical usefulness of the Gram and MB on con-
junctival smears collected from newborns in a maternity
ward in Luanda.

Patients, materials, and methods

The project was approved by Ethical Commission
(Agostinho Neto University, Luanda). It was a prospective,
non-interventional study including healthy newborns
delivered at the Augusto N’ Gangula Hospital from March
to June 2010. It was conducted according to the Declar-
ation of Helsinki.

Inclusion criteria were limited to those newborns
having a gestational time of 37 to 40 weeks and birth
weight of >2.300 kg whose mothers signed the informed
consent.

Neonatal weight, Apgar score, delivery method, mother's
age, ethnicity, residency, parity, prenatal care, and sus-
pected or confirmed vaginal or urinary infections during
pregnancy were recorded.

Samples were taken by the ophthalmologist, imme-
diately after delivery, without using eyelid speculum
and topical anaesthetics, with sterile swabs from the
lower palpebral-conjunctival surface of both eyes. Each
sample was smeared onto glass slides. Each slide was
air-dried, fixed, and placed at room temperature. The
slides were stored for a maximum of 3 weeks before
shipping to the Department of Microbiology, Hospital
Clinico Universitario, Valladolid, Spain, where they were
stained with Gram and MB and analyzed by two microbi-
ologists who examined at least 20 microscope fields per
stain at x 1,000 and agree on the final result.

The presence of epithelial cells (EC), leukocytes, rods,
cocci, and yeasts was assessed and rated per five micro-
scope fields. Geno Quick® technique (Hain Lifescience,
Nerhen, Germany) was used for CT-DNA in ten slides
from newborns with clinical signs of AC (discharge, red-
ness, conjunctiva, and eyelid swelling).

After taking the samples, all newborns were given an
examination including pupil and light responses, eyelid,
conjunctiva, cornea, iris, and lens transparency, and ret-
inal red reflex (Briickner test).
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Statistical analyses

Normality was checked (Lilliefords' approximation to
Kolmogorov-Smirnov test). Weighted kappa coefficient
was used to evaluate the agreement between eyes and
ST. Differences between eyes and ST were analyzed by
the equality of two-proportions test. The relationship
between microbiological and neonatal-maternal char-
acteristics was evaluated by Spearman's correlation coef-
ficient and Kruskal-Wallis analysis of variance. Statistical
analyses were performed using R software [7] and pack-
age vcd [8]. The p values <0.05 were considered as
significant.

Results

The data from 95 newborns and mothers were analyzed.
Mother's age was 24.39 + 6.29 years (range 15 to 42). Most
of them, 55.7%, came from low socioeconomic neighbour-
hoods. Prenatal visits were 5.14 + 2.5 (range O to 9), but 14
mothers had no medical attention before labour. Mean
parity was 1.74 + 1.78. Most births were vaginal (84.2%)
and 15 cases were by caesarean delivery (15.7%). Fourteen
mothers (14.7%) reported suspected or confirmed vulvo-
vaginitis during pregnancy and 27 (28.4%) with urinary
infection. Forty-eight newborns were male (54.6%) and 40
(45.5%) were females. In the seven cases, the sex of the
newborns was not noted.

All newborns had normal pupil reflexes and Briickner
test. Eleven (11.6%) had pathologic findings and five with
signs of AC.

All Geno Quick® results were negative. Rods, cocci, and
yeast cells were absent in all slides. Cases without EC
(36.8%) were significantly higher with MB (p = 0.0002,
Table 1). The percentage with at least ten EC was signifi-
cantly higher with Gram (p < 0.0001, Table 1). There were
no significant differences in the other EC groups. Leuko-
cytes were rarely seen by either ST (Table 1), and there
were no significant differences by any method. There was
low to moderate agreement on the presence of EC and
leukocytes between eyes and between ST (Table 2). Be-
cause no microbes were detected, there were no correla-
tions with neonatal-maternal characteristics.

Discussion

This is the first time that simple and affordable micro-
biological methods for ON screening have been assayed
in a population of newborns in Luanda. This work has
some limitations derived mainly from the lack of experi-
ence of the local ophthalmologists in performing clinical
studies and collecting data in an appropriate form, but it
can be considered as the first attempt to develop oph-
thalmic clinical research in Angola. Results are not tried
to be generalized but to contribute to convince the
health authorities to adopt some prophylactic measures
to reduce the burden of ON.
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Table 1 Presence of epithelial cells and leukocytes in the cytological examination

Cell presence Methylene blue stain Gram stain p value*

N % 95% Cl (%) N % 95% ClI (%)
Lower limit Upper limit Lower limit Upper limit

Epithelial cells LE None 35 36.8 2735 4741 12 126 6.98 2141 0.0002
<5 41 432 33.16 53.71 43 453 35.14 55.78 0.8839
6-9 14 14.7 8.58 23.83 12 126 6.98 2141 0.8328
=10 5 53 1.95 1242 28 295 20.79 39.84 < 0.0001

RE None 35 36.8 27.35 4741 11 1.6 6.2 20.18 0.0001

<5 39 411 31.21 51.63 28 29.5 20.79 39.84 0.1289
6-9 15 15.8 94 25.03 27 284 19.87 38.74 0.0545
=10 6 6.3 2.59 13.77 29 30.5 21.71 4094 < 0.0001

Leukocytes LE None 88 926 84.91 96.73 81 853 76.17 9142 0.1651
<5 5 53 1.95 1242 11 11.6 6.2 20.18 0.1915
6-9 2 2.1 037 8.13 3 32 0.82 961 1.0000
=10 0 0 0 4.84 0 0 0 4.84

RE None 92 96.8 90.39 99.18 87 916 83.61 96.03 0.2140

<5 2 2.1 037 8.13 3 32 0.82 961 1.0000
6-9 1 1.1 0.05 6.56 2 2.1 0.37 813 1.0000
=10 0 0 0 4.84 3 32 0.82 961 0.2445

RE right eye; LE left eye; *Equality proportions test.

Culture and real time-PCR techniques are currently
considered the most accurate, but routine use of these
technologies in Angola is not yet possible and the goal
of this work was to determine if was possible to provide
the on-site ophthalmologists with some easy-to-perform
screening tools that are able to reveal the possible aeti-
ology of ON. Gram and MB staining techniques were
considered as appropriate options [9] to exclude most of
the ON microorganisms. Although Giemsa is the first
method used for CT infection, MB and Gram stains are
technically less complicated and Giemsa lacks sensitivity
in detecting sexually transmitted infections [10].

Table 2 Agreement between eyes and staining techniques

Gram and MB stainings are starting techniques for al-
most any microbiological study, although not all bacteria
can be definitively classified due to the existence of
Gram-variable and Gram-indeterminate groups. These
include CT which is neither stained by Gram nor MB.
Nevertheless, Gram stain has proven to be as effective as
PCR, particularly with regards to gonorrhoea, at least for
urethritis [11]. Negative results found in this study are
probably derived from the different bio-burden of these
two diseases.

MB, one of the simplest ST, lacks on differentiation
among bacteria but helps microbiologists discern among

Concordance rate Weighted kappa coefficient

N % 95% Cl of Kappa 95% Cl of kappa
concordance rate
Lower limit Upper limit Lower limit Upper limit

Methylene blue stain vs. Gram stain  Epithelial cells LE 33 347 255 453 0.128 —0.0961 03516
RE 38 400 30.2 506 0.243 -0.0029 04882

Leukocytes LE 83 874 786 93.0 0412 03074 05167

RE 89 937 86.2 974 0381 03097 04525

RE vs. LE Epithelial cells Methylene blue stain 61 64.2 537 737 0.524 0.2990 0.7495
Gram stain 36 379 283 485 0.174 —0.0543 04024

Leukocytes Methylene blue stain 88 926 85 96.7 0.281 0.2104 03514

Gram stain 80 842 75 90.6 0373 0.2673 04796

RE right eye; LE left eye. Concordance values can vary between 0 (no concordance) and 1 (perfect concordance). Moderate concordance was considered to be 0.4

to 0.5, and good concordance was considered to be > 0.6.
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rod-, spherical-, and spiral-shaped bacteria [12]. Results
for both techniques, in this study, have been discouraging.

The presence of EC was used for comparing efficacy
of both ST and to rule out the existence of technical
problems when smears were taken [13]. Conjunctival
leukocytes can be interpreted as an indirect sign of bacter-
ial conjunctivitis, although they can be present in normal
eyes [13,14]. In our series 10% of cases showed leukocytes,
although there was no clear relationship with clinical
signs. Five cases showed clinical signs of AC, and only one
case had leukocytes.

Conjunctival scraping is useful for AC diagnosis in
children [15,16] but it was not considered in this study be-
cause of its aggressiveness for the ocular surface. Never-
theless, it is possible that scraping was more efficient.

There was no correlation between clinical cases of AC
and clinical parameters from the mother, although they
are considered as risk factors [17]. Although the scarce
number of samples was analyzed by PCR, no cases of
CT were identified. While the incidence of ON due to
CT in Angola is not known, the prevalence in Africa of
ON due to N. gonorrhoea and CT is 50 per 1,000 new-
borns [18-20]. Angola could be one of the countries with
lowest prevalence of CT and it may be necessary to de-
velop culture techniques suitable for Angolan environ-
ment for some of the causative agents of ON, although
CT is a fastidious microorganism who needs sophisti-
cated cell culture medium.

There are few recent papers on this topic. In one, from
Togo [21], the authors found that 8% of AC cases are more
frequent in newborns delivered via vagina and mostly asso-
ciated to sexually transmitted infections. Staphylococcus
aureus was present in 25% of cases. Authors suggested that
educational efforts should be made in neonatal centres.
The other was made in India [22], where the prevalence
of ON was low (2,6%), although authors refer that rates
varies from 0.5% to 33%. The commonest organism was
coagulase-negative Staphylococcus.

In summary, although it is feasible for ophthalmolo-
gists to perform Gram and MB staining techniques on
conjunctival smears, they do not provide etiological infor-
mation; thus; the use of more sophisticated techniques is
warranted.
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Vertical Transmission of Bacterial
Eye Infections, Angola, 2011-2012

Mar Justel, Isabel Alexandre, Prudencio Martinez,
Ivan Sanz, Ana Rodriguez-Fernandez,
Itziar Fernandez, Jose Carlos Pastor,
Raul Ortiz de Lejarazu

To determine transmission rates for neonatal conjunctivitis
causative microorganisms in Angola, we analyzed 312 en-
docervical and 255 conjunctival samples from mothers and
newborns, respectively, during 2011-2012. Transmission
rates were 50% for Chlamydia trachomatis and Neisseria
gonorrhoeae and 10.5% for Mycoplasma genitalium. Pos-
sible pathogenic effects of M. genitalium in children’s eyes
are unknown.

phthalmia neonatorum (neonatal conjunctivitis) can

be easily prevented with prophylactic administration
of topical antimicrobial drugs, as recommended by glob-
al guidelines for the management of sexually transmitted
infections (/). However, in Angola, routine prenatal and
prophylactic care to prevent this disease in newborns is
lacking. In 2009, a project aimed at developing a national
program for ophthalmia neonatorum prophylaxis in all ma-
ternity wards of Angola was started through the Spanish
Agency for International Cooperation and Development
and with the collaboration of the Angolan Ministry of
Health. A previous pilot study in Luanda, Angola, showed
that clinical cases of acute conjunctivitis among newborns
were frequent; ~12% of infants were born with bilateral
acute conjunctivitis (2). However, the absence of microbi-
ology laboratory resources at the study site resulted in the
inability to determine the causative pathogens. One of the
phases of the program was to analyze the usefulness of mo-
lecular biology tests to detect 2 of the most common sexu-
ally transmitted pathogens associated with transmission
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from the mother to the eye of the child—Chlamydia tra-
chomatis and Neisseria gonorrhoeae (3)—and an emerging
third pathogen (4), Mycoplasma genitalium. Our aim with
this study was to assess the frequency of these 3 infections
in a sample of mothers and their newborns in Angola and to
determine the rate of vertical transmission.

The Study

In this prospective, observational study, from December
2011 through February 2012, pregnant women and their
newborns were recruited from 2 obstetric clinical wards at
the Augusto N’Gangula Hospital and the Health Center of
Samba in Angola. Study participation was voluntary. Spe-
cific informed consent was obtained from all participants
before specimens were collected. Approval of the study
protocol for scientific and ethical aspects was obtained from
the Ethical Commission of the School of Medicine of the
Agostinho Neto University (Luanda, Angola). The study
was performed in accordance with the ethical standards of
the 1964 Declaration of Helsinki and later amendments.

Included in the study were mothers who were healthy
(with the possible exception of genitourinary disease) and
their newborns with a gestational time of 3740 weeks
and a weight of >2.3 kg. Endocervical samples were ob-
tained consecutively from pregnant women who agreed to
participate in the study and were collected after removal
of postpartum secretions from the endocervical os. Ocular
samples were obtained from both eyes of the newborns by
vigorous swabbing across the inferior tarsal conjunctiva.
Samples from each eye were then pooled for analysis. Af-
ter sampling, the newborns were prophylactically given 5%
povidone iodine eyedrops.

Samples were collected with flocked swabs in Uni-
versal Transport Medium (Copan Italia S.p.A., Brescia,
Italy), stored at —70°C, and shipped to the Department of
Microbiology at the Hospital Clinico Universitario of Val-
ladolid, Valladolid, Spain. DNA extraction was performed
according to routine laboratory standards with the GXT
DNA/RNA reagents in a GenoXtract extractor (Hain-
Lifescience, Nehren, Germany). A multiplex PCR that
co-amplified DNA sequences of C. trachomatis, N. gon-
orrhoeae, M. genitalium, and an internal control was per-
formed by using the Bio-Rad Dx CT/NG/MG assay (Bio-
Rad, Hercules, CA, USA) (5). The primers and probe for
C. trachomatis targeted a sequence of the cryptic plasmid
located outside the region deleted in the new variant strain
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of C. trachomatis (6). For N. gonorrhoeae, the target was
a sequence in the pilE gene that rarely yields false-positive
results. For M. genitalium, the target was a sequence in
the MgPa gene. To avoid laboratory or sampling errors,
we processed the samples from the mothers and newborns
separately and included positive and negative controls in
the PCRs. Amplification and detection were performed in
a 7500Fast Real-Time PCR system (Life Technologies,
Carlsbad, CA, USA), according to the manufacturer’s in-
structions. Statistical analyses were performed by using R
Statistical Software (Foundation for Statistical Comput-
ing, Vienna, Austria).

A total of 567 samples were analyzed (Table 1). Re-
sults of detection by multiplex PCR were considered for
prevalence estimates of the 3 infections (Table 2). Trans-
mission rates were 50% for C. trachomatis and N. gonor-
rhoeae and 10.5% for M. genitalium. For 7 infected mothers
(2 C. trachomatis—infected and 5 M. genitalium—infected),
no samples could be obtained from their newborns.

Conclusions

The microorganism most frequently found among moth-
ers was M. genitalium, and the microorganism most
frequently found among newborns was C. trachomatis.
Despite the association of M. genitalium with sexually
transmitted infections in men and women (4), we are
aware of only 1 other case of conjunctivitis associated
with M. genitalium (7).

Only 1 mother was co-infected by 2 microorganisms,
C. trachomatis and M. genitalium, consistent with the low
rate of this co-infection found in other studies (8). This
mother gave birth to 1 of the 4 C. trachomatis—infected
newborns. Not answered by this study is the hypotheti-
cal role of M. genitalium as a co-factor for transmission
of other major sexually transmitted pathogens. M. genita-
lium has also been studied as a possible contributor to the
pathogenesis of trachoma in a trachoma-endemic area of
Tanzania, but no evidence was found regarding its contri-
bution (9). Our findings regarding M. genitalium infections
in this sample need further study because the relatively
small number of infected mothers and children can be a
confounding factor and because the real prevalence of M.
genitalium needs to be assessed by larger studies.

The frequency of C. trachomatis infection among the
study sample (mothers and newborns), 2.1%, was lower
than that found in previous studies in different populations
in Africa (10). The frequency of N. gonorrhoeae infec-
tion among the study sample, 0.5%, was also lower than
that found in other African countries, such as the Central
African Republic (3.1%) and South Africa (7.8%) (/1).
The frequency of M. genitalium infection among the study
mothers, 6.1%, was slightly higher than that found in other
studies of asymptomatic women (§).
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Table 1. Samples collected for analysis of vertical transmission
of eye infections, Angola, 2011-2012

Augusto Health Center of
Sample type N’'Gangula Samba Total
Endocervical 169 143 312
Conjunctival* 130 125 255
Total 299 268 567

*For reasons other than exclusion criteria, samples from 57 newborns
were not obtained.

Rates of transmission from the mother to the eye of
the child differed markedly for each of the 3 microorgan-
isms studied. The rate of M. genitalium transmission was
much lower than that for C. trachomatis and N. gonorrhoe-
ae. Vertical transmission of M. genitalium is uncommon;
we are aware of only 1 reported case (/2). Although M.
genitalium is among the most prevalent pathogens in this
sample of mothers in Africa, vertical transmission of this
microorganism was less frequent than that of other classi-
cal sexually transmitted pathogens like C. trachomatis and
N. gonorrhoeae. However, high prevalence in any maternal
population, even with a relative low rate of transmission,
could lead to a large number of neonatal infections.

All infected children were from mothers who were
also infected. It can be assumed that, as with HIV infection,
detection of any of the assayed microorganisms in conjunc-
tival samples of newborns predicts diagnosis in their moth-
ers (13). This so-called mirror effect is clinically useful in
view of cultural behaviors that would complicate detection
of sexually transmitted pathogens in adult women, espe-
cially in geographic settings of Muslim practices (/4).

The major limitation of this study was the difficulty
of correctly preserving samples in the hot and humid envi-
ronment of Angola. To prevent DNA denaturation, sam-
ples were frozen immediately after collection and shipped
as soon as possible. Unfortunately, those precautions pre-
cluded the culturing of samples, so PCR results could not

Table 2. Prevalence of microorganisms among mothers and
newborns from Augusto N'Gangula Hospital and Health Center
of Samba in Luanda, Angola, 2011-2012

No. positive/ Prevalence, %

Microorganism, sample type no. collected (95% CI)
Chlamydia trachomatis

Endocervical 8/312 2.6 (1.3-4.9)

Conjunctival 4/255 1.6 (0.6-3.9)

Total 12/567 2.1 (1.2-3.6)
Neisseria gonorrhoeae

Endocervical 2/312 0.6 (0.2-2.3)

Conjunctival 1/255 0.4 (<0.1-2.2)

Total 3/567 0.5 (0.2-1.5)
Mycoplasma genitalium

Endocervical 19/312 6.1 (3.9-9.3)

Conjunctival 2/255 0.8 (0.2-2.8)

Total 21/567 3.7 (2.4-5.6)
All 3 microorganisms

Endocervical 28/312* 9.0 (6.3-12.6)

Conjunctival 7/255 2.7 (1.3-5.5)

Total 35/567* 6.2 (4.5-8.5)

*One mother was co-infected with C. trachomatis and M. genitalium.
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be compared with culture results. Another disadvantage
was the lack of more precise clinical information from
participants because of the absence of antenatal care
for most.

Our study findings indicate that new molecular tech-
niques will help microbiological diagnosis of neonatal
conjunctivitis in Africa. They also show the need for a
national program for neonatal conjunctivitis prophylaxis
in Angola, taking into account the most frequent causative
microorganism.
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Purpose. To determine the efficacy of povidone-iodine (P-I) prophylaxis for ophthalmia neonatorum (ON) in Angola and
to document maternal prevalence and mother-to-child transmission rates. Methods. Endocervical samples from mothers
(n = 317) and newborn conjunctival smears (n = 245) were analysed by multiplex polymerase chain reaction (PCR) for
Chlamydia trachomatis (CT), Neisseria gonorrhoeae (NG), and Mycoplasma genitalium (MG). Newborns were randomized into a
noninterventional group and an interventional group that received a drop of P-I 2.5% bilaterally after conjunctival smear collection.
Mothers were trained to identify signs of ON and attend a follow-up visit. Results. Forty-two newborns had ocular pathology, and 11
(4.4%) had clinical signs of ON at the time of delivery. Maternal PCR was positive for MG (n = 19), CT (n = 8),and NG (n = 2). Six
newborns were positive for CT (n = 4), MG (n = 2), and NG (n = 1). Mother-to-child transmission rates were 50% for CT and NG
and 10.5% for MG. Only 16 newborns returned for follow-up. Conclusions. Lack of maternal compliance prevented successful testing
of prophylactic P-I efficacy in ON prevention. Nevertheless, we documented the prevalence and mother-to-child transmission rates
for CT, NG, and MG. These results emphasize the need to develop an effective Angolan educational and prophylactic ON program.

1. Introduction

Acute ophthalmia neonatorum (ON) continues to play an im-
portant role in causing severe ocular problems of newborns in
countries where primary health care coverage is insufficient,
as in the case of Angola [1]. Unfortunately, in most clinical
obstetric wards of Luanda, the nation’s capital, there is no
regular plan of ON prophylaxis, nor is there any capacity for
determining the microorganisms involved in the etiology of
this entity. Therefore, most of the acute conjunctivitis cases
in the newborns are empirically diagnosed as ON and treated
without having information on the causative agent.

Although prenatal screening and treatment of pregnant
women are very effective for the prevention of ON [2],
this approach can be difficult to implement in developing
countries. In some African countries, at the time of delivery,
a large percentage of expectant mothers have had little or no
prenatal care.

In industrialized countries, ON prophylaxis was per-
formed by silver nitrate eyedrops and currently by topical
erythromycin, tetracycline ointment, and others [2]. In other
developed countries, emphasis is placed on maternal surveil-
lance, and there is no systematic prophylaxis of ON.

The use of povidone-iodine (P-I) has been advocated
for the less developed countries [3], but few well-designed
prospective, randomized, and controlled clinical studies have
been performed with this agent [2]. Even while doubts remain
regarding the real efficacy of P-I for prevention of ON
caused by either Chlamydia trachomatis (CT) or Neisseria
gonorrhoeae (NG) [4, 5], this substance is well tolerated, has a
broader spectrum than other anti-infectious agents, does not
induce resistance, and is more effective than some antibiotics
that are more expensive for prophylaxis [6, 7].

After the civil war in Angola (1974-2002), the public
health system was almost completely devastated. In 2009,
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we conducted a pilot study structured as a maternity ward
prospective series and found that 12% of the newborns had
signs of acute bilateral conjunctivitis [8]. The problem was
considered very serious because there was no program for
ON prophylaxis. An additional problem was the inability
to determine the microorganisms involved [9-11] because
microbiological studies were not routinely performed at
either maternity wards or eye centers.

Based upon these existing conditions, we decided to
evaluate different tests that could provide necessary micro-
biological information to the ophthalmologists and then
select the best one for implementation in a nationwide
ON prophylaxis program. Our initial attempt was to use
the simplest available diagnostic tool, standard staining of
conjunctival swabs by Giemsa and Gram stains [12]. However,
this provided little useful information regarding the active
ON agent(s). Following this, we attempted to use multiplex
polymerase chain reaction (PCR) of maternal endocervical
and neonatal conjunctival specimens for microorganism
identification. The PCR assay has been previously validated
with conjunctival and endocervical samples collected from
this study (manuscript accepted). In brief, we demonstrated
that this technique could be used to identify the three major
microorganisms, for example, CT, NG, and Mycoplasma
genitalium (MG), involved in sexually transmitted infections
(STIs). This was successful not only in endocervical samples,
but also in conjunctival smears, where it never had been used.
Therefore, our recommendation for Angola’s health authori-
ties was to provide this kind of microbiological identification
technique. The primary purpose of this work was to analyze
the efficacy, limitations, and obstacles of 2.5% P-I eyedrops for
the prophylaxis of ON in Angola. These data are intended to
provide the local health authorities with enough information
to develop a national prophylactic campaign against ON
based on the routine use of P-I eyedrops for every newborn.
A secondary objective was to provide additional data on
the etiological agents both in conjunctival smears from
newborns and in endocervical samples from their mothers
and the possible relationship of these agents with clinical risk
factors.

2. Material and Methods

An interventional, randomized, and prospective study with a
blinded, randomized control group was designed. The study
was conducted at the General Augusto N'Gangula Specialized
Hospital (HGEAG) and the Health Center of Samba (CSS),
both in Luanda, Angola. Approval was provided by the Ethi-
cal Commiission of the Faculty of Medicine of the Agostinho
Neto University (Luanda, Angola). After the explanation
of the objectives and methodology of the investigation,
informed consent was obtained from the mothers. The study
was performed in accordance with the ethical standards from
the 1964 Declaration of Helsinki and its later amendments.

2.1. Patients. The target population for this study consisted
of 317 mothers and their newborns from the HGEAG (173)
and the CSS (144), recruited from 7 December 2011 to 22
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November 2012. The inclusion criteria consisted of healthy
children weighing at least 2.3kg and a gestation period
of at least 37 weeks. Newborns not meeting the inclusion
criteria and those with respiratory distress at birth were
excluded. Additionally, because of the possible deleterious
effect of iodine, newborns were excluded if their mothers
were diagnosed with thyroid disease according to clinical data
contained in her medical record.

2.2. Procedure. Maternal data were collected through a ques-
tionnaire that included age, race, education, parity, number of
prenatal visits, pathology during pregnancy, and duration of
rupture of the amniotic sac. Newborn data included weight,
Apgar rate, and delivery procedure. Neonates were randomly
distributed into two groups, A and B, by blocked random-
ization with a fixed block size of 4. Newborns in Group A
received no intervention. Newborns in Group B received
instillation of a drop of P-I 2.5% in the bottom of the lower
sac of both eyes immediately after a basic eye examination
and the collection of conjunctival smears within 3 hours of
birth. Custom 2.5% P-I eyedrops were prepared by a certified
Spanish pharmacy (Carreras, Barcelona, Spain) following
the standards of good manufacturing practices. For each
newborn, a new bottle of P-I was used. Maternal endocervical
samples were obtained after removing postpartum secretions
from the endocervical os. Ocular samples were obtained from
both eyes of the newborns by vigorous swabbing across the
inferior tarsal conjunctiva. The collected samples from each
eye were then pooled for analysis. All samples were taken by
ophthalmologists and medical personnel previously trained
in these procedures by an expert microbiologist from Spain
(PM).

Samples were collected with flocked swabs in Universal
Transport Medium (Copan Italia S.p.A., Brescia, Italy), stored
at —70°C, and shipped to the Department of Microbiology
and Immunology at the Hospital Clinico Universitario of
Valladolid, Valladolid, Spain. DNA extraction was performed
according to routine laboratory standards with the GXT
DNA/RNA reagents in a GenoXtract extractor (Hain Life-
science, Nehren, Germany). A multiplex PCR assay that
coamplified DNA sequences of CT, NG, MG, and an internal
control was performed using the Bio-Rad Dx CT/NG/MG
Kit (Bio-Rad, Hercules, CA, USA), according to manu-
facturer’s instructions. The ophthalmologist responsible for
the study (IA) administered the P-I eyedrops. The basic
eye examination given to all newborns included pupil light
responses, eyelid position and movement, appearance of the
conjunctiva, corneal size and transparency, iris appearance
and symmetry, lens transparency, quality and symmetry of
retinal red reflex (Briickner test), and the size, position, and
shape of the pupil. An information sheet with explanations
about the signs of ophthalmia/acute conjunctivitis (red eye
and ocular secretions and/or eyelid edema) was given to all
participating mothers. They were also given instructions to
return with their children for observation after discharge
from the maternity ward in any case, even if their baby did not
show these signs. The mobile phone number of each mother
was noted (only two mothers gave no indication of telephone
contact). Between the 5th day and 7th day postpartum, phone
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TABLE 1: Summary of the cases and samples.
‘ Mothers  Newborns Endocervical ~ Conjunctival ~ Newborns v.v1th signs Newborps Follow-up
Maternity . . samples samples of acute conjunctivitis treated with -
included  included . . Lo examination
analysed analysed at the delivery povidone-iodine
Augusto N’Gangula 173 140 171 108 20 57 14*
Samba 144 105 140 22 58 2
Total 317 245 311 183 42 115 16
*Four children had signs of acute conjunctivitis with discharge at the follow-up visit.
calls were made to the mothers to bring their infants for TaBLE 2: PCR-based diagnosis of infectious agents.
observation, especially if they presented ocular signs of ON T
or any other ocular alterations. Cases with mother
Th ini le si lculated taking i and newborn Coinfections
e minimum sample size was calculated taking in infected by same
consideration the suspected prevalence of ON detected in our microorganism
previous study [8] and with an expected reduction of ON in at Total valid newborn
least 30% in the prophylaxis group (Group B). To detect a 8% conjunctival samples 232
difference between treatment groups with a significance level cT 4
of 5% and power of 80%, a sample size of 334 newborns was NG
estimated, 167 per group. Infection rates of the different ON
bacteria in the endocervical samples of the mothers and in MG 2
the conjunctival samples of their newborns and the presence Missing samples 13
of clinical risk factors were compared by y” test. Total valid maternal 311
endocervical samples
8 1
3. Results T 2
NG 2 1
The mean age of the 317 participating mothers was 25 years MG 19 1 1
(range: 14-52 years), with the majority between 14 and Missing samples 6

24 years. Some of the mothers, 28%, had a basic level of
education and 2.2% were illiterate and the remainders have
good reading skill. Parity varied from 0 to 9 births, with 82%
of the mothers having had 3 previous deliveries. There was no
parity data for 4 cases. The number of prenatal consultations
of the mothers ranged from 0 to 9, with an average of 4
consultations. Thirty-eight cases (1.2%) did not have any
prenatal consultation, and 112 cases (35%) had less than
four. There was no data for prenatal consultations from 19
cases. A total of 96 mothers (30.4%) referred some pathology
during pregnancy, predominately urinary infection in 81
mothers (25.6%) and vulvovaginitis in 13 others (4.1%). A
total of 70 mothers (22%) presented with premature rupture
of membrane (PROM). Thirty-one of them had more than
6 hours before delivery, and 39 had less than 6 hours.
Data were collected from 317 children, but a total of 72
newborns were excluded (22.6%) from the study for low
weight, respiratory distress, death, or transfer of the mother
to a more specialized center for dystocic delivery (Table 1).
Newborns, 123 females and 118 males, had a gestational age
of 36 to 40 weeks, and an average weight of 3.260kg. The
sex of four newborns was not registered. The predominant
mode of delivery was vaginal (88.6%). A total of 42 (17.1%)
had ocular pathology at the time of delivery, including 31
(12.6%) with conjunctival hyperemia and 11 (4.4%) with ON
signs, including conjunctival hyperemia plus eyelid edema
and/or purulent secretion. All newborns with suspected ON
were delivered vaginally. Three out of the 11 suspected ON
cases were born from mothers with urinary infections during

CT: Chlamydia trachomatis. NG: Neisseria gonorrhoeae. MG: Mycoplasma
genitalium. Missing data were due to the inability to run PCR samples.
Coinfections: one mother had CT and MG at the same sample.

pregnancy. For five of the newborns with signs of ON, the
amniotic sac did not rupture prematurely. For the other six,
there was no data on the time of sac rupture.

Due to technical difficulties in the preparation of the
samples for transport to Spain for PCR analysis, there was
no information available regarding the presence or absence
of CT, MG, and NG for 6 maternal endocervical samples
and 13 newborn conjunctival smears. A total of 543 valid
samples were analyzed, 232 from conjunctival smears and
311 from endocervical samples (Table 2). The most common
etiologic agent in newborns was CT (n = 4), followed by
MG (n = 2) and then NG (n = 1). PCR gave positive
results in 28 mothers, with a predominance of MG (n =
19, 6.1%), followed by CT (n = 8, 21%) and NG (n = 2,
0.5%). One endocervical sample was coinfected with CT and
MG. Eleven of the 28 mothers (39.3%) who were infected
with CT, MG, or NG presented risk factors for mother-to-
child transmission. The factors included PROM at delivery
time (n = 6, all positive for MG), vulvovaginitis (n = 3),
urinary tract infection (n = 1), and urinary tract infection
plus vaginitis (n = 1). Of the cases with PROM with >6
hours of labor, one had NG and 3 had MG. Four mothers
with PROM < 6 hours were positive for MG. The mother-to-
child transmission rates were 50% for both CT and NG and



10.5% for MG (manuscript accepted). Chi-square analysis
showed no significant correlation between cases with external
signs of acute conjunctivitis and the presence of urinary or
vaginal infections in the mother at the time of delivery. The
newborns were randomly distributed into Group A, in which
the newborns received no ocular prophylactic treatment (1 =
130), and Group B, in which the newborns received P-I
prophylaxis in both eyes (n = 115). Despite the efforts made
with every mother to perform a follow-up visit within 7 to
10 days after delivery, only 16 children were evaluated, nine
from Group A and seven from Group B. Ten children, 7 from
Group A (controls) and 3 from Group B (P-I treated), did
not show any ocular pathology. Two children from Group B
had a bilateral acute conjunctivitis since birth. Two (one from
each group) had acute bilateral conjunctivitis after the third
day postpartum. One from Group A had a small conjunctival
hemorrhage in one eye, and another, from Group B, had
jaundice of both conjunctivas.

4. Discussion

The nearly complete disappearance of ON in developed
countries has been the result of a combination of factors,
including prophylactic measures and, above all, better prena-
tal care [1-3, 11, 13]. However, currently in Angola and other
West African nations, no prophylactic measures are used,
and it is routinely very difficult to identify the pathogenic
agents. Thus, diagnosis of ON is based on clinical signs [8],
and systematic follow-up of children after birth is almost
impossible.

NG and CT are currently the most common ON etiologic
agents, accounting for 60% of all cases in countries without
neonatal prophylaxis [14-16]. Although gonococcal infection
is less common in developed countries, it continues to be a
problem in developing countries such as Kenya where ON has
an incidence as high as 4% of live births for NG and 8% for
CT [13, 16].

ON due to NG can infect the fetus by ascending from the
vagina to the uterus and can be present in the newborn at
birth as an acute conjunctivitis; however, other agents usually
have an incubation period of 4-14 days before clinical signs
[13]. Therefore, clinical conjunctivitis often develops after
children are discharged from the maternity ward.

The aim of this study was to evaluate the efficacy of
intervening at birth by providing P-I as a prophylactic agent
for ON. The weak response of mothers returning for a second
ophthalmic examination for their newborns prevented the
achievement of this goal. Maternal ignorance about the
implications of ON and cultural factors resulted in poor
cooperation of mothers in the follow-up evaluations. Even
after careful oral and written explanations were given to
mothers about the signs and symptoms of ON and the ocular
and systemic risk for the affected children, and even after
most of the mothers were personally contacted by mobile
phone, only a very small number of children, 5.7% of the
global sample, returned for a second examination. These
kinds of problems have been recognized by other authors
(6,7, 14].
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Since 1990, P-I has been considered as a potential prophy-
lactic agent of ON [15]. Several studies have established that
P-T has broad spectrum of action and is effective against most
agents of ON, unlike other prophylactic agents previously
used [16-21]. P-I does not induce bacterial resistance, has
low toxicity, is of very low cost, and is stable for several
months after opening. Even more, the transient brownish
staining of the ocular surface after instillation could be useful
as an indicator of its effective application. In 2002, Isenberg
reported that 2.5% P-I was not irritating to the eye [19].
Overall, the studies showed that when trained personnel
applied P-I after hygienic and general care of the newborn,
the results are superior to the other prophylactic agents
[16, 19]. Nevertheless, a number of arguments have been
raised against its use as a prophylactic agent, including the
possibility that it could be confused with a detergent, the lack
of effect of P-I against viruses, and lack of studies proving that
it is safe in newborns [15, 19].

Our study also shows for the first time the frequency
of MG infection and some associated clinical findings in a
cohort of Angolan mothers and their newborns (manuscript
accepted). MG is an emerging cause of STIs and has been
implicated in urogenital infections of men and women
worldwide [22]. MG has a prevalence of 7.3% and 2% in high-
and low-risk populations, respectively [23]. It is considered
as an etiologic agent of pelvic inflammatory diseases and
infertility. There is also evidence that this microorganism has
the potential to cause ascending infection and may play an
important role in the ON [22, 23].

Besides the fact that ON is a potential cause of blindness,
it can also result in serious systemic complications when
nasopharyngeal colonization during vaginal delivery evolves
to otitis, pneumonitis arthritis, sepsis, and meningitis [13,
15, 24]. Risk factors associated with ON are genitourinary
infection and PROM [10, 13, 15]. In this study, a total of
108 mothers (34.1%) presented some of these risk factors.
According to World Health Organization recommendations,
prenatal care of mothers should include identification and
management of infections including HIV, syphilis, and other
STIs. Regular screening for STIs is not routine in prenatal
care in Angola although the majority of mothers included in
this study did have the prenatal appointments recommended
by WHO [25]. Most of them had 4 or more prenatal visits,
and the percentage of mothers without prenatal care was
considerably lower than the one obtained by our group in the
same maternity ward three years before (1.2% versus 14.7%)
[12], showing an improvement of the health system of the
country.

Prenatal studies in mothers of similar age as in this study
are very important because the age group between 15 and 25
years of age is considered to be at risk of STIs. Actually, genital
CT (serotype D-K) and NG infections are especially common
in this age group of African women; therefore, their neonates
are also a risk group for ON and systemic complications
(10, 13, 15]. Our data show that the prevalence of CT in our
population was relatively low when compared to previous
studies in Angola and other African populations [26]. Other
studies of pregnant women have shown prevalence rates
from about 6% in Tanzania to 13% in Cape Verde [27]. The
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prevalence in our study was much lower, which confirms the
relatively low presence of CT in Angola.

NG and CT infections have common clinical features in
women. Both produce silent clinical infections, are transmit-
ted efficiently to newborns, and can lead to sterility or chronic
infection. Both generate silent carriers, causing severe clinical
consequences over time [28]. According to historical data,
around 3% of newborns with NG ophthalmia will develop
complete blindness if untreated, and 20% will have some
degree of corneal damage [27]. In Africa, the prevalence
rate of NG among pregnant women ranges from 0.02% in
Gabon to 7.8% in South Africa [29]. Our results showed a
lower prevalence of NG, 0.5%, among mothers, confirming
our previous results (manuscript accepted). The results of the
present study also allow us to estimate the rates of mother-
to-child transmission which were 50% for CT and NG and
10.5% for MG. To our knowledge, this is the first study that
estimates the rate of MG transmission in Angola.

In our cohort, the majority of newborns were born
vaginally, a risk factor for ON [9]. A total of 12 newborns
presented signs of acute conjunctivitis at the first ophthalmic
evaluation, although laboratory tests were positive for MG
only in one case. On the other hand, there were six cases
that did not show signs of acute conjunctivitis at the first
observation but were nevertheless positive for CT, MG, or
NG.

Neonatal infections are of great epidemiological impor-
tance, so focused screening efforts should be made to reduce
the number of infected pregnant women and thereby the
rate of vertical transmission. To a similar extent as seen for
other major STIs in Africa [30], our work clearly shows a
mirror effect when considering matches between infected
newborns and their mothers. This result also indicates the
need to locally improve public information about primary
health care particularly that oriented to eye care. Without
this knowledge, the participation of community members in
studies like ours will not be effective.

In summary, we determined the prevalence and incidence
of CT, NG, and MG, which are all implicated in Angolan
cases of newborn ON. We also determined that the mother-
to-child transmission rates of CT and NG were 50% and
10.5% for MG, which was identified for the first time in
Angolan newborns. Unfortunately, due to low compliance in
follow-up clinical assessments, we were unable to achieve the
original goal of testing the efficacy and safety of P-I systematic
prophylaxis for preventing ON.
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