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I PRESENTACION

A partir de finales de la década de los 60's y principics de
los 70's, cuando ge desarrollaron los cultivos celulares para
sostener ¢l crecimiento de cChlapvdia trachomatis in wvivo,
sobrevine una explosién de conocimientos referentes a
infecciones genitales causadas por esta bacteria, su inmunidad

Y su genética.

Es asi como el mundo de las clamidias, cque inicialmente era
dominio de investigacidn de oftalmélogos y en menor grado de
veterinarios, se convirtié en campo de estudic de los
investigadores de las enfermedades de transmisién sexual (ETS)
y ahora representa un reto para médicos por un ladoc y para los

investigadores badsicos por el otro.

Hasta hace poco tiempo, en nuestro pais careciamos de
informacidén referente a la prevalencia de ¢. trachomatis, debide
a la dificultad técnica y elevada inversién que representa su
estudio; sin embargo, consideramos que la alta morbilicad y el
costo que representan la infecciones causantes de patologia
genital en la mujer, justifican estudics como el que ahora se

presanta.

Este trabajo representa, hasta donde sabemos, el primer esfuerzo
realizado en nuestro pais para aislar a €. trachomatis en
cultivo de tejides, empleando células McCoy tratadas con

cicloheximida, método que actualmente se considera el estandar



con el cual se comparan todos los demias. Asimismo, nos ravela
la existencla de esta bacteria en mujeres en edad reproductiva,
asintomatica y de escasos recursos econdmicos, 1o que nos
exhorta a ampliar nuestros estudios a otras poblacionas con

mayor riesgo de padecer infecciocnes por aeste microorganismo.

La investigacidén se 1levé a cabo en el Centro de Investigaciones
Sobre Enfermedades Infeccissas (CISEI), perteneciente al
Instituto Nacional de Salud Publica (INSP) en el departamento de
Epidemiologia Clinica, aprovechando la apertura que existe via
un convenio UNAM-INSP, mediante el cual los investigadores de
este Ultimo se benefician de los programas de posgrado del
Instituto de Biotecnologia, integrando las cienclas basicas de
la Biotecnologia al 4drea aplicativa de la Salud. Es asi como
con la asesoria de los Drs. Alejandro Alagdén Cano y José Luils
Puente Garcia se llevdé a cabo este trabajo, ejemplo de la ayuda

mutua entre ambas instituciones.

Desde su reciente incorporacidn al estado de Morelos en 1989,
el CISEI y las autoridades de salud del estado establecieron un
programa de vigilancia epidemiclégica para la deteccién temprana
de cdncer cervicouterino y ETS en tres Centros de Salud de la
ciudad de Cuernavaca, programa que ahora abarca 5 centros que
son: Lagunilla, Ampliacién Lagunilla, Benito Judrez, Ruiz
Cortinez y Plan de Ayala, con una poblacién total aproximada de
32,000 habitantes,

Como apoyo a este programa, contamos con dos consultorios

ginecolégicos, dos pedidtricos y un laboratorio de transicién



dentro del Hospital Regional de esta ciudad, donde un grupo de
personal del CISEI integrado por pediatras, médicos generales,
enfermeras, trabajadoras soclales y técnicos de laboratoerio
laboran diariamente prestando sus servicios a esta poblacién,
En estos consultorios es en donde, previa explicacién del
proyecto e invitaclién a participar en 61, acuden la mujeres
provenientes de esta comunidad. Aqui se realiza la historia
clinica, toma de muestras, pruebas rapldas de laboratorio,
entrega de resultados, tratamiento y seguimiento de cada
paciente. Una vez obtenidas las muestras, se mantienen en
refrigeracién y en los medics mas adecuados hasta que se
transportan a la instalaciones dal CISEI en donds son procesadas
de acuerdo a las metodologias establecidas, Los resultados se
transmiten a los médicos responsables, a la brevedad posible,
con objeto de instaurar el tratamientoc en caso necesario,
completar el expediente de cada paciente y realizar su

seguimiento.

Esta organizacidén nos ha permitido tener acceso a sectores de
la poblacién con recursos limitados, los cuales obtienen loas
beneficios de una atencién espacializada y de la mads alta
calidad, al mismo tiempo que nos ayudan a generar conocimientos
esenciales para el mejoramiento de la salud publica de nuestro

pais.

La presente tesis esta compuesta por varias partes. Primero se
hace una revisién del género Chlamydia, describiendo bravemente

su biologia, morfologia y replicacién, enfatizando después las



infecciones causadas por €. trachomatis asi como la metodologia
empleada para su diagndstico. La parte medular del trabajo
consta del articulo "PREVALENCIA DE INFECCION CERVICOVAGINAL POR
€. trachomatls EN POBLACION FEMENINA DE LA CIUDAD DE CUERNAVACA,
MORELOS", donde se describen an axtenso los objetivos,
metodologia y resultados del trabajo. Asimismo, se anexa la
carta de aceptacidn del articulo para su publicacidén. bor
Gltimo, en la seccién de comentarios y perspectivas, se resaltan
puntos importantes del trabajo aqui presentado y se discuten
otros no tratados en el articulo. Adem&s, se hacen algunas
reflexicnes sobre el futuro de este amplio campo de

inveatigacisn,



II  INTRODUCCION

1. EL GENERO CHLAMYDIA
1.1 CLASIFICACION

Las clamidias son bacterias asignadas al orden de los
clamydiales, que se compone de una famghlapydiaceaa, con
un solo género, Chlamydia y tres especies, C. trachomatils, C.
psittaci y recientemente, ¢, pneumoniae (1,2}.

El género Chlanmydia se encuentra definido por propledades

caracteristicas entre las que destacan:

1) Su habitat es intracelular obligado. Ningin miembro del
género se ha observado que pueda sobrevivir fuera de las
cédlulas aunque, por ahora, no se han realizado esfuerzos
encaminados a alcanzar su multiplicacién fuera de su

huésped,

2) Al igual que muchos pardsitos, las clamidias han desarrollado
estructuras morfoldgicas distintas en sus etapas infecciosa
y reproductiva (3). Los cuerpos elementales (CE) de las
clamidias nunca se dividen. Su funcién es la de propagar la
infaccién de una célula a otra del huésped, en donde se
reorganizan formando cuerpos reticulares (CR) los cuales se
dividen por fisilén binaria en vacuclas intracitopldsmicas o
inclusiones. Los CRs no infectan nuevas cdélulas, sino que

se reorganizan en nuevas generaciones de CEs para completar



3)

4)

5)

su ciclo de desarrollo.

La cubjerta equivalente a la pared celular de la mayoria de
las bacterias, tanto de los CEs como de los CRs, se asemeja
a la pared de las bacterlas Gram negativas, ya que consta de
una membrana citoplasmica interna y otra externa (4), se
desintegra con polimixina B y etilendiaminotatracetato (5,
6) y contiene una proteina de membrana externa que constituye
la mitad del total de proteinas de la membrana (4). Sin
embargo, a diferencia de las bacterias Gram negativas, la
cublerta no contiene peptidoglicanc y solo conserva algunas
moléculas de este compuesto. Las clamidias tienen proteinas
acarreadoras de penicilina, similares en localizacién, tamafo
y afinidad por el antibidtico a las de las bacterias Gram
negativas y su desarrollo se ve inhibido por la penicilina
(7). otro inhibidor de las clamidias es la D-cicloserina,
que también afecta la sintesis de peptidoglicano, inhibiendo
la formacién de D- alanina a partir de L-alanina y la

sintesis D-alanil-D alanina (B).

Todas la clamidias contienen un antigeno fijador de
complemento liposoluble. Este antigeno especifico de género
es muy similar al lipopolisacarido (LPS) de las bacterias
Gram negativas en su localizacioén, su estructura quimica y

su actividad bioldgica (9).

Las clamidias no contienen enzimas respiratorias excepto

piridinoproteinas. Catabolizan el glutamato, glucosa y



piruvate sin producir energia util (10). Sin embargo, loas
CRs de las clamidias introducen ATP y elinminan ADP fuera de
su espacio intracelular, mediante un sistema de intercambio
ATP~ADP, utilizandoe el ATP que produce la célula hudsped para

1a sintesis de sus proteinas (11l).

6) El genoma de las clamidias es de lus mids pequeiios de todas
las bacterias, con un pesc nolecular de aproximadamente 660

x 10 pa ® (12).

Las especies de C. trachomatis se dividen en 3 biovares: al
biovar tracoma que consiste de los serotipos A, B, Ba, C-K, el
linfogranuloma venéres (IGV) con los serotipes L1, L2 y L3 y el

biovar causante de la neumonitis en el ratén (13).

Ademas del DNA cromosomal, la mayoria de las cepas de C,
trachomatis contienen un plasmido (PM 4.4 x 106 Da) similar en

todos sus serotipos (14). Su funcién aun se desconoce.
1.2  MORFOLOGIMA Y PEPLICACION

Las clamidias estdn compuestas de proteinas (35% w/v), lipidos
(40-50%) Yy 4acidos nucléicos. El CR metabdlicamente activo
contiene mads RNA que el CE, La membrana externa de las
bacterias contiene a la proteina de membrana externa {(PME) con
un peso molecular de 40 x 103 Da (4) la cual, junto con otras
proteinas, mantiene la integridad del CE a través de puentes

disulfuro.



La microscopla electrdnica ha demestrado dos clases diferentes
de proyeccicnes en la membrana externa de las clamidias. Las
proyacciones hemisféricas se han detectado en los CEs. Los
bastones en forma de pico sdloc se obsarvan en formas de

desarrollo intermedioc entre CE y CR (14).

El ciclo de crecimiento de las clamidias se inicia por 1a
adherancia del CE a células susceptibles. Los serotipos de C,
trachopatis A-K prefieren células epiteliales columnares,
mientras que los del LGV y C. psittacl tienen un rango méas

amplio de células huésped.

El procesc de adherencia estid influenciado por estructuras
superficiales, tanto de las cdlulas hudsped como del CE; sin
embarge, no se han logrado identificar adhesinas clamidiales y
sus correspondientes receptores celulares, aunque es
indiscutible que debe de existir algun mecanismo de adhesidn
especifico para las clamidias (16, 17). Este mecanismo podria
ser sélo el efecto agregado de multiples interacciones con

ligandos débiles, que involucren varias moléculas.

Posteriormente a la adherencia, el CE penetra a la célula
huésped, a travéas de una vesicula o fagosoma, mediante
fagocitosis de particulas grandes, dependiente de la formacidén
de microfilamentos, la cual también requiere de clatrina (18).
La misma bacteria es posible que envie sefiales a través de la

superfi{cie celular para estimular la endogitosis.



Una vez dentro de la célula, los CEslsa reorganizan en CRs'
durante un periodo aproximade de 12 horas. Los CEs se dividen
por fisién binaria dentro de las vesiculas y comienza la
sintesis de DNA, RNA, proteinas, lipideos y polisacdridos de las
clamidias. Alrededor de 18-24 hrs después de la adherencia, los
CRs inician su reorganizacién hacia CEs y, gradualments, la
relacién CE/CR aumenta, Después de 24 hrs, ocurre la fusién
fagolisosomal y la célula wuere liberando a los CEs que se
encuentran en posibilidad de infectar células nuevas. Figura 1

(3).
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Figura 1. Cic¢lo de desarrollo del género Chlamydia.
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2. INFECCIONES CAUSADAS POR C, trachomatis.

2.1 TRACOMA

Existen millones de personas afectadas por el tracoma en todo
el mundo. Esta es una infeccién de la conjuntiva y la cérnea,
causada por los serotipos A, B, Ba y ¢ de €, trachomatis. La
enfarmedad es uno de los grandes problemas de salud publica en
el mundo, particularmente en Areas rurales del mundo
subdesarrcllado, en donde aproximadamente 2 nmillones de personas
estaAn clegas y un numere mucho mayor han perdido parcialmente la

vista come resultado del tracoma (19).

La transmisién con material infectado se lleva a cabo en forma
directa (ojo a ojo) o indirecta (mancs, ropa, moscas), Los
nifos gque hablitan las zonas endémicas frecuentemente se infectan
a muy temprana edad. El mejoramiento de las condiciones
sanitarias y del nivel de vida han contribuido a la disminucién

o erradicacién de la enfermedad en muchas Areas.

El tracoma es una gueratoconjuntivitis crénica que generalmente
afecta ambos ojos. Los primeros sintomas pueden pasar
inadvertidos. Su periodo de incubacién es de 1-3 semanas
mientras que el proceso que conduce a la ceguera puede durar

varias deécadas.

Los pacientes pueden prasentar irritacién, descargas

mucopurulentas o sensacién de un cuerpe extrafo. La

11



sintomatologia c¢linica incluye enrojecimiento e inflamacidén de
los pArpados, edema, infiltracién difusa y respuesta folicular

de la conjuntiva, clcatrices y queratitis de la cérnea.

Las inclusiones de C, trachomatis se puaeden detectar en frotis
obtenidos con una espAtula de metal de la parte superior de la
conjuntiva. El material obtenido se extiende en un
portaobjetos, se fija y se tiile con Giemsa o con anticuerpos
moneclonales fluorescentes (20). El cultivo es mds sensible
que la microscopia para realizar el diagnéstico y se hace a
partir del material obtenido mediante un hisopo de algoddédn de

la conjuntiva.

La Organizacién Mundial de la Salud (OMS} recomienda un programa
de tratamientos con tetraciclina que ha mejorado la situacisén en
muchos paises (20). ELl tratamiento tdpico se recomienda 2
veces al dia, durante 5 dias consecutivos, una vez al mes

durante 6 meses,

También se han empleado la doxiciclina (en nifos) y eritromicina

con buenos resultados (21).

2.2 LINTOGRANULOMA VENEREO (LGV)

El 1linfogranuloma venereo es una enfermedad cuyo agente

etioldégico es C, trachomatis, serotipos L1, L2 y L3.

.r

Siendo una enfermedad trepical, es endémica en Africa, India y

12



Asla, asi como en algunas dreas de Amdrica del Sur y el Caribe.
Se observa principalmente en personas de escasos recursos

econdmicos: soldados, prostitutas y homosexuales (22).

Esta infeccién no sélo afecta los tejidos superficiales o
mucosas, sino gue se considera una enfermedad sistémica que
pueda afectar diversos dérgancs. En su etapa incial produce una
ltlcera genital y linfadenopatia (bubos). Posteriormente, se
puede observar dafioc a nivel de aparatos urogenital y
gastrointestinal, que en algunas ocasiones conduce a linfoedema

(elefantiasis), con dafos irreparables al tejido.

El periodo de incubacién varia desde uncs dias hasta varias
semanas y las primeras etapas pueden pasar inadvertidas. Los
ganglios linfaticos inguinales se inflaman y duelen. Después
de 12-~16 semanas, en la etapa secundaria, se presenta fiebre,
escalofrios, dolor de cabeza, mialgias, artralgias vy
meningoencefalitis en algunos casos. El linfoedema puede
aparecer de 1-10 afos después de la etapa secundaria en les

paclentes no tratados (22).

El diagnéstico se realiza mediante el aislamlento de la bacteria
a partir de los ganglios linfaticos, uretra, cérvix o lesicnes
genitales. Se puede emplear la técnica de fijacién del

complemento (23), aungue su sensibilidad es limitada,

El tratamiento se efectua a base de tetraciclina por lo menos

durante 2 semanas, 500 mg por via oral, 4 veces al dia y siempre

13



se debe dar tratamiento profiladctico a la pareja sexual del

paciente (21).

2.3 INFECCIONES GENITALES EN EL HOMBRE

En muchos paises industrializados la uretritis no gonococica
{UNG) es la manifestacidn mds comin de enfermedad vendédrea en el
hombre (24, 25). Mas del 50-60% de casos de UNG son causadas
por €. trachomatis (24) y la mayoria (60-70%) de las parejas
sexuales de los casos de UNG presentan cultivos genitales
positives para esta bacteria, lo que indica que la infeccidn se

transmite sexualmente.

El pericdo de incubacién de la UNG es de 1-3 semanas, mientras
que el de la uretritis gonocdcica es de 2-8 dias. Ambos
pacientes presentan disuria y descarga uretral. Clinicamente
es imposible diferenciar las 2 infecciones y no es raroc que se

presenten al mismo tiempo.

El diagnéstico se realiza mediante el aislamiento de la clamidia
en cultivo. También puede demostrarse en forma directa
uti)izando anticuerpos monoclonales fluorescentes, La
serologia no es util ya que la infeccién es superficial y no
genera respuesta humoral.

El tratamiento se realiza con tetraciclina o eritromicina
durante 7-10 dias. Las parejas de los pacientesdeben examinarse
y tratarse para evitar la reinfeccién y diseminacién de casos

(21).
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otras infecciones que causa §. trachomatis en el hombre son la
epididimitis, prostatitils y proctitis con menor frecuencia que
1a UNG (26).

2.4 INFECCIQONES GENITALES EN LA MUJER

El espectro de manifestaclones clinicas de €. trachomatis en la

mujexr se muestran en la tabla 1.

De todas la infecciones causadas por esta bacteria en la mujer,
aproximadamente el 70% son asintomiticas, Por otra parte, la
mayoria de éstas infecciones producen sintomas comunes que
incluyen prurito wvulvar, disuria, dispareunia, aumento o
alteracién de la descarga vaginal, dolor abdominal sangrado
irregular, dolor lumbar, etc. Debido a que diversos patdégenos
de genitales, solos o combinados, pueden producir sintomatologia
similar, el diagnéstico etiolégico no se puede realizar sin la

ayuda del examen de laboratorio.

La prevalencia de C. trachomatis en mujeres no embarazadas, que
asisten a clinicas de enfermedades de transmisién sexual (ETS).
varia del 1 a mds del 30% (27, 28). Handsfield et al (29)
estudiaron aproximadamente 1000 mujeres que asistian a ¢linicas
de planificacién familiar y definieron criterios clinicos y
demogradficos para predecir la presencia de C. trachomatis.
Ademds de gue resultd mds frecuente en mujeres jovenes de 15 a

21 aRos, la historia de una nueva pareja sexual, la presencia de

15



exudado mucopurulento, sangrado cervical inducido al tomar la

muestra y el empleo de anticonceptives orales, resultaron

variables independientes asociadas con infeccidén genital por ¢.

trachomatis.

Tabla 1
ENFERMEDADES Y SECUELAS EN LA MUJER
ASOCIADAS CON CHLAMYDIA
AGENTE ENFERMEDAD SECUELAS

C. pneumoniae Faringitis, bronguitis, tos| Complicaciones del
de larga duracién, neumonia| miocardio ?
conjuntivitis

C. psittaci Ornitosis / psitacosis,

C. trachomatin
Serotipos A, B,
Ba, C

Serotipos B, D-K

Serotipos Ll-l.3

pneumopia, artritis, endo-—
coarditis, perihepatitis,
abortos

Conjuntivitis, queratitis,
tracoma

Voginitis, cervicitis, en-
dometritis, sindrome ure-—
tral agudo, perihepatitis,
pericolitis, proctitis,
ruptura prematura de mem—
branas, corioamnionitis,
endometritis postparto,
infeccién fetal, salpingi-
tis, enfermedad inflamatoria
pélvica

Linfogranuloma venéreo,
proctitis

Deficiencias visua-
les, ceguera

Infertilidad, dolor
pélvico erénico,
embarazos ectopicos,
displasia celular,
carcinoma del cér—
vix ?
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Las enfermedades mAs comunes en la mujer son el sindrome uretral
agudo, la vaginitis, cervicitis mucopurulenta, endometritis y
salpingitis. En algunos casos no tratados, y dependiendo del
estado inmune de la paciente, pueden conducir a enfermedad
inflamatoria pélvica (EIP), la complicacién mads severa de las
infecciones genitales causadas por C. trachomatis vy un problema
de salud publica importante. El termino EIP se refiere a la
presencia de endometritis, salpingitis o ambos. De tedas las
causae de infertilidad, 1la EIP es la mas fécilmente prevenible.
cada afo, en los Estados Unidos nés de 1 millén de mujeres
presenta por lo menos un episodio de EIP y 300,000 se
hospitalizan por esta condicidén (30). Aproximadamente el 25% de
ellas padece complicaciones a largo plazo, come son la
infertilidad, embarazo ectépico o dolor pélvico crénico. Sin
embargo, la prevalencia de estas enfermedades se desconoce en
muchas comunidades, debido a la dificultad del diagndstico.
Este dltimo se realiza mediante el cultivo del microorganismo y
la visualizacién de los conductos tubarios mediante laparoscopia
o laparotomia. El empleo de serologifa tiene un valor limitado,
debido a que los anticuerpos son nuy ¢omunes en este grupo de
mujeres., La IgG anticlamidia presenta generalmente titulos

estacionarios y se detecta IgM solo en algunos casos.

El tratamiento se realiza erxpleando tetraciclina, eritromicina
o doxiciclina. En el caso de la EIP, se considera gue pueden
estar involucrados varios microorganismos, por 1lo cue se
utilizan antibiéticos de amplio espectro con evaluaciones a

largo plazo (21}.
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Otras enfermedades menos comunes, en las cuales €, trachomatis
desempefia un papel importante, son 1la periapendicitis (31),

peritonitis (32) y perihepatitis (33).

En la etapa perinatal, C. trachomatis se asocia con ruptura
prematura de wmembranas (RPM). Se ha demostrado que puede
infectar cultives primarios de células amniéticas humanas (34),
por lo que es capaz de infectar las membranas amniéticas,
produciendo inflamacidn, liberacién de  precursores de
prostaglandinas y RPM (35). También se ha asoclado con

endometritis postparto (36) y embarazos ectépicos (37).

2.5 INFECCIONES EN EL RECIEN NACIDO

Los nifies que nacen de madres infectadas con C. trachomatis
tienen un riesgo del 30-50% de adquirir la infeccidn durante su

paso a través del canal del parto (38).

La conjuntivitis es el marcador gque se observa primero en un
recién nacido infectado. Aparece generalmente entre el 5° y
14* dia de vida, varios dias después que la oftalmia gonocécica
y frecuentemente después de que la madre y su hijo salieron del
hospital. Ios sintomas de la conjuntivitis neonatal varian en
severidad. Frecuentementa se presentan casos subclinicos. Los
pacientes sintomaticos se caracterizan por inflamacién de los
parpados, conjuntiva eritematosa y descarga mucopurulenta. La

infeccién es casi siempre bilateral.
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El cultivo es el método mids sensible para el diagnéstico de la
infeceidn, Los raspados de la conjuntiva también pueden
utilizarse para realizar tinciones directas con Giemsa o
anticuerpos monoclonales fluorescantes cuando no se cuenta con

al cultive,

Se recomienda como método profildctico el empleo de ungliento de
tetraciclina, para la prevencién de la oftalmia neonatal. El
tratamiente se realiza con eritromicina, 25 mg/kg dos veces al

dia, durante dos semanas (21).

La mayoria de los recién nacidos que padecen conjuntivitis,
causada por C. trachomatis, se colonizan a nivel nasofaringeoc
con la bacteria, de donde se extiendea al aparato respiratorio
bajo causando neumonia (39). En Estados Unidos, ¢, trachomatis
es causante del 15-73% de las neumonias afebriles en etapas
tempranas de la infancia (38, 40). La neumonia comienza
generalmente entre las 2-12 semanas de vida y se caracteriza por
una tos leve, taquipnea y rinitis. Puede existir cianosis,

vémito y bajo peso (38).

El diagnéstico de la neumonia se realiza analizando la historia
clinica para detectar conjuntivitis previa, con ayuda de
radiografias y mediante el aislamiento de la bacteria a partir
de secrecién respiratoria o biopaias (41).

El tratamiento se efectia con eritromicina para evitar secuelas

como obstruccidén respiratoria en etapas posteriores (21).
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3. DIAGNOSTICO DE LAS INFECCIONES CAUSADAS POR C. trachomatis

La deteccidn de las infecciones causadas por C, trachomatis es
un reto tanto para el clinico como para el personal de
laboratorio, Actualmente, el conocimienteo del espectro clinico
de las infecciones causadas por esta bacteria y su
epldemioclogia, se han visto limitades por la falta de

sensibilidad y disponibllidad de los métodos de diagnéstico.

Independientemente del método de laboratorio que se emplee para
1s deteccidn de C, trachomatis, es necesario estar concientes de
manejar las muestras clinicas con extrema precaucién, debido al
riesgo potencial que tiene el personal de infectarse con este y
otros microorganismos presentes en las muestras, como el virus

de la inmunodeficlencia humana (VIH) y el Herpes simplex.

3.1 AISLAMIENTO DE C. trachomatis

a) Coleccidn de la muestra

La mnmuestra mas frecuente para el aislamiento de ¢,
trachomatls es el hisopo genital, el cual se recomienda que
sea de dacrén, raydn o algodén y que se pruebe primero para
detectar cualquier efecto inhibitorio sobre las células de
C. trachomatis (42).

La toma debe realizarse con ayuda de un espejo vaginal (sin

lubricantes) a través del cual se introduce el hisopo y se
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b}

c)

rota firmementa en las paredes del endocervix de manera que
se obtengan el mayor nimerc de células posible. Se
recomienda eliminar previamente la secrecidén ectocervical

para disminuir la contaminacidn y toxicidad del cultivo.

Todas las muestras deberan procesarse dentro de las 24 hrs
posteriores a su coleccidén, periodo durante el cual deben
permanecer a 4°'C. Si esto no es posible, las muestras deben
congelarse a ~70°'C con pdrdidas hasta del 20% cuando se

congelan (43).

Medios de transporte

El medic de transporte mids cominmente empleadc es el que
contiene 2-sacarosa fosfato adiclonado con 2-10% de suero
fetal bovino, en los cual se preservan las clamidias cuando
se congelan a =-70'C (44). Se deben adicionar agentes
antimicrobiancs, a los cuales ¢, trachomatis es resistente,
para inhibir el sobrecracimiento de otras bacterias y hongos.
La vancomicina (10 ug/ml) y gentamicina (10 ug/ml) se emplean
como agentes antimicrobianos. La nistatina (25-50 U/ml) o la
anfotericina B (2.5-40 ug/ml) se pueden afiadir para

controlar a los hongos.

Cultivo de C. trachomatis

Posteriormente al empleo del huevo embrionado para el cultive

de clamidias, diversas lineas celulares se han utilizado para
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el aislamiento de éstas bacterias. Entre ellas se encuentran
clonas de HelLa-229, McCoy, BHK-21 y células de rifén de mono
verde de Bufalo (45, 46). Muchos avances han surgido desde
que Gordon y Quan aislaron por primera vez a C, trachomatis
en células de mamifero irradiadas (47). Por ejemplo, el
descubrimiento de que la centrifugacién de la muestra, una vez
colocada sobre la monocapa celular, aumenta la posibilidad de
aislamiento en forma importante y la adicién de inhibidores
quimicos del! metabolismo de la célula eucariote, como la

cicloheximida (48), mejora la sensibilidad del método.

La linea celular con la que se obtienen majores resultados
es la McCoy que estd derivada de fibroblastos de ratdn.
Esta se crece dentro de viales de fondo plano o placas
estériles de 24 pozos, sobre cubreobjetos redondos, de tal
forma que a las 24 horas de incubacién se obtenga una
monocapa casi confluente. En la muestra clinica, los CEs de
C. trachomatis son liberados fuera de las células, mediante
sonicacién o agitacién vigoresa praevia a la inoculacién en
la monocapa celular. Se recomienda inocular de ¢.2 a 0.3 ml
de la muestra en cada pozo. Posteriormente las placas o
viales inoculados se centrifugan a 3,000 x g a 35°C durante
1 hora (49).

Sequido de la centrifugacién, la muestra se elimina de la
superficie de la monocapa para evitar toxicidad y se afade
medio de cultivo, el cual contiene de 0.5 a 1.5 ug/ml de
cicloheximida. Se incuba a 37°C, con 5% de €02 durante 72

hrs y, pasado este pericdo, se fija la muestra con metanol
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y se tifie el cubreobjatos con la monocapa celular utilizando
varios métodos. El wés sensible es el que explea
anticuerpos monoclonales fluorescentes, aunque también se
puede emplear la tincién de Giemsa o la de yodo, 1la cual tife
los clmules de gluocdégeno que se generan dentro de las
inclusiones de €. trachomatis (50). En la fiqura 2
observamos inclusiones y cuerpos elementales de (.,
trachomatis, obtenidas a partir de un cultivo en células
McCoy tomadas con ayuda de un nicroscopio leitz de

fluorescencia a 63X aumentos.
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3.2 DETECCION DE ANTIGENOS DE €. trachomatis

Los métodos para la deteccidn inmunoquimica de antigencs de g,

trachomatis se han desarrollado reclentemente, basados en la

visualizacion directa de los organismos, empleando anticuerpos

moneclonales conjugados con fluoresceina o en la deteccidén

inmunoquimica de compuestos solubles de la clamidia.

a)

b)

Inmuncfluorescencia directa (IF). La deteccién de C.
trachomatis en muestras clinicas se revoluciond gracias al
desarrollo de anticuerpos monoclonales, ya que cuando se
marcan con isotiocianato de fluoresceina, éstos anticuerpos
permiten la deteccién de CEs en frotis endocervicales,
uretrales, rectales o conjuntivales, asi como en exudados
respiratorios y nasofaringeos. La prueba es rapida, no
requiere de medios de transporte y es ideal cuando no se
cuenta con un laboratorio (aungue se regquiere de un
microscopio de fluorescencia). En general, los anticuerpos
monoclonales especificos de especie, dirigidos en contra de
un epitope de la PME, son mejores que los dirlgidos en contra
del LP5. La sensibilidad de la prueba se reporta desde 70
hasta el 100% (52, 53), dependiendo del valor de corte que
se emplee y la muestra clinica. El examen microscépico es
laborioso y debe realizarse por personal experimentado para

evitar resultados falsos.

Ensayos inmunoenzimaticos (EIA). £l nimerc de pruebas

basadas en EIA para la deteccién de C. trachomatis ha ido
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c)

d)

aumentando. El mds utilizado es el llamado Chlamydiazyme,
el cual utiliza perlas de pldstico para adsorber el LPS
clamidial, extraido de la muestra clinica con ayuda de una
solucidn detergente (52). Despuds de que la perla se lava,
se afiade suero polivalente producido en ratones, purificade
en contra del LPS clamidial. La inmunoglobulina anticonejo
conjugada con peroxidasa se utiliza para generar color, que
se detecta con un fotdémetro. Esta prueba tiene una
sansibilidad del 89% y un valor predictivo positivo de 80%
(54).

Sondas de 4&cidos nucléicos. El desarrollo de scondas
utilizando &cidos nucléicos se ha visto obstaculizado por
la escasez de RNA ribosomal de los CEs y por el nmimero tan
pequefic de organismos en las muestras clinicas. Sin embargo,
estudios reclentes utilizande el plasmido criptico de ¢,
trachomatis como sonda, indican que se podria superar la

sensibilidad con respecto al cultivo (55).

Detaccién por citelogia. ILa examinacién citopatolégica ha
desemperiado un papel muy importante en la deteccidn de ¢.
trachomatis desde hace varios aflos. La deteccién de los
cuerpos de inclusidn distintivos de las clamidias, en frotis
conjuntivales tedidos con Giemsa, fue el primer indicio de
infeccidn por esta bacteria (56). La prueba del Papanicolaocu
también se ha empleado para la observacidén de clamidias,
aunque estas técnicas son poco sensibles comparadas con el

cultivo ¢ con otros métodos directos (57, 58).
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e) Mdétodos serclogicos. Debido a que las ETS y las enfermedades
repiratorias causadas por C, trachomatis son fracuentas y los
anticuerpos se mantienen aun después de las resolucidn de la
infeccion, la utilidad de los métodos serolégicos es limitada
y ninguna prueba disponible comercialmente nos proporciona
alguna evidencia contundente de infecclén actual por ¢,

trachomatis (59).

3.3 SELECCION DEL METODO

Las pruebas de laboratorio para 1la identificaciéon de C,
trachomatis son caras y técnicamente demandantes. Sin embargo,
la elevada frecuencia de infecciones causadas por ésta bacteria
requiere de tecnologias accesibles a 1la mayoria de los

laboratorios.

Por ahora, los métodos que no emplean el cultivo no han sido
evaluados adecuadamente en poblaciones de baja prevalencia.
Desafortunadamente, los estudios de evaluacién de esas pruecbas
en tipo de poblacién invariablemente producen valores
predictives altos de pruebas negativas, pudiende aparecer
atractivos si no se analizan adecuadamente. Esto sucede debido
a que el resultadc de un prueba positiva es poco probable, por
al solo hecho de que la prevalencia da la enfermedad es baja en
esa poblacién. Un valor predictivo alto de una prueba negativa
no es suficlente para validar la prueba con propésitos de

escrutinio (59).
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A nivel de clinicas y hospitales, ss deben tomar en cuenta
factoras como la edad, nuevas parejas sexuales, mnétodos
anticonceptivos, exudado endocervical, sangrado a la toma de
muestra, numero de leucocitos, etc. para precedir cuales son
las pacientes en los qua se debe realizar un diagnéstico

especifico para buscar ¢, trachomatis.

La seleccién del método para la identificacién de esta bacteria
deba realizarse con la conviccién de gque ningun método es
perfecto y tomando en consideracién factores de laboratorio como
son numero de pruebas realizadas, tipo de psblacién, problemas
asociados con el transporte de las muestras, control de calidad
en el laboratorio, recursos econdmicos y humanos, E1 método de
aiglamiento en cultivo ofrece absoluta especificidaaq,
caracterizacién de cepas y aplicabilidad a todos 1los sitios
anatémicoes. Sin embargo, no es perfecto y su sensibilidad puede
alcanzar sélo hasta el 80%

(53).

Mientras se desarrollan nuevas tecnologias para el diagnéstico
de egtas infecciones, el CDC (£0) ha recomendado el tratamiento
empirico en personas de alto riesqgo de adquirir ETS, basados en
estudios apidemiocldégicos y clinicos come medida de reduccidn de

costos, complicaciones y diseminacién de la enfermedad.
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RESUMEN.

Las clamidias son un grupo de bacterias, genéticamente
diverso, que presentan un ciclo de desarrollo intracelular

unico. El1 espectro de las manifestaciones clinicas de las

infecciones causadas por Chlamydja trachomatis en la mujer,
incluye cervicitis, sindrome uretral agudo, enfermedad
inflamatoria pélvica, salpingitis y el riesge de exposicién
del recién nacido al pasar a través de un canal infectado y

desarrollar conjuntivitis de inclusién v/o neuronia.

Con objeto de conocer la prevalencla de las infeccicnes
carvicovaginales causadas por C. trachomatis en poblacién
femenina de la ciudad de Cuernavaca, Morelos, se estudiaron
2,407 mujeres sexualmente activas, en edad reproductiva y
aparentemente sanas, en tres colonjias suburbanas de la misma
ciudad., A cada mujer se le tomd una muestra cervical la cual se
cultivé en células McCoy. La identificacioén de la bacteria se
realizé utilizando anticuerpos monoclconales fluorescentes
(Microtrak, Syva. Palo alto, California). En 9$7/2407, se alslé
C. trachomatis con una prevalencia de 4.02%. La gran mayoria de
las mujeres no tenian una signolegia lo suficientemente aparente
como para solicitar consulta médica, la leucorrea fue la
manifestacién clinica mas frecuente en 47 de las paclentes

infectadas.

Palabra clave: Chlamydia trachomatis, infeccidn cervicovaginal.
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ABSTRACT,

The chlamydiae are a genetically diverse group of bacteria
with a unique intracellular development cycle. The spectrum of
clinical manifestations of Chlamydia trachomatis infectlons in
the female includes cervicitis, acute urethral syndrome, pelvic
inflammatory disease, salpingitis and the risk of exposure of
infants born through an infected birth canal that may develop

inclusion conjunctivitis and/or pneumonia.

In order to know the prevalence of cervicovaginal infections
caused by C. trachomatis in a female population in Cuarnavaca,
Morelos, we studied 2,407 sexually active women from a suburban
area. Genital specimens were collected from each woman and
cultured by using McCoy cell monolayers. Detection of the
bacteria was done by staining with fluorescein-conjugated
monoclonal antibodies (Syva Microtrak, Palo Alto CA). We found
97/2,407 women culture-positive for C. trachomatis with an
overall prevalence of 4.02%. The most {mportant clinical symptom
observed in 47 infected women wag the increased or altered

vaginal discharge,

Key words: Chlamydia trachomatis, cervicovaginal infection,
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INTRODUCCION

Los organismos pertenecientes al género Chlamydia son

bacterias intracelulares obligadas (1). De las tres especies

del género, C. trachomatis, €. psittaci y C. pneumoniae, &.
Lrachomatis s8e encuentra con mayor prevalencia en diversos

paised. Es el agente causal mas importante de enfermedades de
transmision sexual (ETS) en sociedades industrializadas (2,3)
Y en paises en desarrollo es una causa frecuente de ceguera

ademis de ETS (4).

En la mujer en etapa reproductiva, la infeccién endocervical
por C. trachomatls representa un problema de salud publlca., ¢,
trachomatis infecta el endocérvix de la mujer y puede ser una
causa de cervicitis mucopurulenta (5). La infeccién se expande
frecuentemente 2 la uretra, dando como resultado un sindrome
uretral agude (6). La consecuencia clinica mis severa de 1la
infeccién genital por clamidias es la endometritis y salpingitie
(7). Este tipo de infeccidn puede ocurrir en una gran proporcién
de mujeres, aun en ausencia de manifestaciones clinicas y puede
conducir al desarrollo de entermedad inflamatoria pélvica gue
requiere hospitalizacién. Ademés, la salpingitis puede causar
obstruccién o disfuncién del sistema de transporte oviductal,
dando como resultado infertilidad involuntaria o embarazos

ectdpicos (8},

ILa prevalencia de C. trachomatis en diversos estudios varia

del 3 al 5% en mujeres asintomdticas que asisten a clinicas de
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planificacién familiar, aumentando a cifras mayores del 20% en
mujeres que asisten a clinicas de ETS (9-11). En mujeres
embarazadas, se reportan prevalenclas entre 2 y 26% (12-14), que
adquieren importancia cuando se considera gque aproximadamente el
60 al 70% de recién nacidos que atraviesan un canal cervical,
infectado con C. trachomatis, pueden adquirir la infeccién
durante el nacimiento (7,15}. Uno de cada tres recién nacidos
expuestos desarrollan conjuntivitis de inclusidn y uno de cada
sels pueden desarrollar neumonia caracterizada por dificultad
respiratoria y tagquipnea, gque en 2lgunos casos reguiere de

ventilacioén asistida (16,17).

Debido a la relativa dificultad en establecer el diagnéstico
de la infeccidn (ya que la metodologia de laboratorio es
técnicamente demandante y costosa), se desconoce el impacto que

tienen las infecciones genitales causadas por €. trachomatis en

paises como el nuestro.

El presente estudio se 1llevé a cabo con el objeto de
establecer la prevalencia de infeccién cervicovaginal por C.
trachomatis, en una poblacién de mujeres en edad reproductiva,
con bajo riesgo de adquirir infecciones por transmisién sexual
{ETS) y sexualmente activas, de la ciudad de Cuernavaca,
forelos, utilizando cultivo celular como método estandar para

el reconocimiento de ésta bacteria.
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MATERIAL Y METODOS

Sitio de estudio. Durante el periodo de enero de 1990 a
septiembre de 1991, se estudié la poblacidén localizada en la
parte poniente de la ciudad de Cuernavaca, Morelos y que abarca
tres colonias suburbanas adyacentes, con caracteristicaa
sociceconémicas similares llamadas: Lagunilla, Ampliacidén
Lagunilla, y Benito Juarez. El censc realizado con ayuda de
trabajdadoras soziales del Imstituto Wacional de Salud PRiblica
(INSP) antes del estudio, reveld una poblacidn total de 8,627
habitantes, con la siguiente distribucidn: Lagunilla, 4,270
habjitantes con 1,270 mujeres en edad reproductiva (consideradas
entre 15 y 45 afos de edad) y sexualmente activas; Ampliacisn
Lagunilla con una poblacién total de 1677, con 475 mujeres entre
15 y 45 afies; y Benite Juarez con 2,750 y 759 mujeres

respectivamente.

Después de la explicacidén del estudio y de haber obtenido
su consentimiento por escrito para participar en él, las
paclentes acudieron al consultorio ginecolégico ublcado en el
Hospital Civil de la misma ciudad, en donde personal calificado
del INSP realizé la historia clinica de la paciente, haciendo
énfasis en edad, menarca, inicio de vida sexual, pareja fija u
ocasional, infecciones urogenitales previas, utilizacién de
algun método anticonceptivo y sus repercusiones, tabagquismo y
otras adicciones, embarazos, abortos y mortinatoes.
Posteriormente, se tomé una muestra endocervical para el

aislamiento en cultivo de €. trachomatis. Se excluyeron del
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estudio a las mujeres que veluntariamente decidieron no
participar, a las que no habitaban en alguha de las &tres
colonias, a las mujeres embarazadas (las cuales se incluyeron en
otro protocolo actualmente en proceso), aquellas dque reclbieron
tratamiento antimicrobiane por algin motivo durante las semanas
previas a la toma de la muestra y las que estaban menstruando el
dia de su cita. En los dltimos dos casos, se programd una fecha
diferente para la toma de la muestra y asi poder incluir a la
paciente. Asimismo, las mujeres embarazadas fueron incluidas en
otro proyecto de riesgo perinatal de infeccidén (datos no

publicados).

Obtencion de la muestra y transporte. La toma dea}l exudado
endocervical se realizd con ayuda da un espejo vaginal estéril,
a través del cual se introdujeron tres hisopos de algodén
estériles. El primero se utilizé para realizar examen en fresco

Y reconocer la presencia de Trichomonas vaginalis y exudado

mucopurulento o leucorrea. E1 segundo se empled para realizar um
tincién de Gram y reconocer células guia, pseudomicelios,
inflamacién (caracterizadas por la presencia de mas de 5
leucocitos polimorfonucleares por campo de 40X) y diplococos
Gram negativos. Una vez eliminada la secrecidén ectocervical, se
introdujo el tercer hisopo rotdndolo en la zona de transicién
escanmocolumnar del endocérvix. El hisopo se sumergio en un tubo
de 13X100 mm que contenia medio de transporte para clamidias, El
tubo se mantuvo a 4°C por no mas de 6 horas hasta su llegada a
las instalaciones del INSP donde se realiz¢ el procedimiento

para cultivo e identificacién de la bacteria. Tanto la tincién
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de Gram como el examen en fresco para la busqueda de tricomonas,
levaduras, cdélulas guia y diversos morfotipos bacterianos
(vaginosis bacteriana), se realizaron en el consultorio y sus
resultados se obtuvieron antes de que la paclente saliera del
nismo. La exploracidn ginecoldgica se aprovechd para observar
las caracteristicas de la mucosa cervical y reconocer la
presencia de sangrado, leucorrea, ectropién (eversidén de la
nucosa cervical), edema, ulceras genitales y presencia de

dispositivo intrauterino,

Medios de cultivo. Medio de transporte para clamidias (MIC):
Medio minimo esencial Eagle (Gibco, Estados Unidos), al cual se
le afadid suero fetal bovine (Gibco, Estados Unidos} al 10%,
gantamicina 10 mg/ml y anfotericina B 1 mcg/ml. Se distribuyeron
2 ml en tubos de 13X100 mm y se mantuvieron en refrigeracion

por un periodo no mayor a 30 dias.

Medio de crecimiento para ¢élulas McCoy (MCC): Medio minimo
esencial (Gibco, Estados Unidos), mas suero fetal bovino {Gibco,
Estados Unidos), glutamina (Gibco, Estados Unidos} 200 wM,

gentamicina 10 mg/ml y NaHCO; al 5%.

Medio de crecimiento para clamidias (MCLAM): Contiene lo
misme que el MCC, mads cicloheximida (Sigma, Estados Unidos) 2

mg/ml y glucosa al 10%.

Aislamiento de C. trachomatis. La metodologia descrita por

Ripa y Mardh (18) para el aislamiento de C. cho g, con
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algunas modificaciones, se describe a continuacién:

Se utilizaron placas de 24 pozos (Costar) estériles, a las
cuales se les colocarcn cubrecbjetos redondos de 12 mm de
didmetro estériles. En cada pozo, se inoculd una concentracién
de 125,000 a 250,000 células McCoy/ml (fibroblastos de ratdn,
Center for Diseases Control, Atlanta, GA) de tal forma gue a
las 24 horas de incubacidén, a 37°C y con 5% de CO,, se obtuviera
una monocapa homogénea de células. Se eliminéd el medio de
cultivo de la monocapa y se sustituyd con 0.2 ml de la muestra
clinica, previamente agitada vigorosamente. Se incluyeron un
control negativo (0.2 ml de MCC) y unc positivo (0.2 ml de C.
trachomatis serotipos D previamente amplificado) por cada placa
de 24 pozos. La placa se centrifugdé a 3,000 rpm, durante 1 hora
a 37°C, para facilitar el contacto de las bacterias con las
cdlulas. Inmediatamente después, se agregd a cada pozo 1 ml de
MCLAM., La placa se incubé a 37°C durante 72 horas en presencia

de 5% de CO,.

Identificacién de C. trachomatis. Después del periodo de
incubacidén, ce elimind el medio de cultivo de cada pozo y se
fijaron las células con 1 ml de metanol durante 5 min. Los
cubreobjetos se sacaron de los pozos, se secaron a temperatura
ambiente y se sometieron a tincidn con anticuerpos monoclonales
conjugados con fluoresceina (Microtrak, Syva. Palo Alto, CA),
siguiendo las instrucciones del fabricante. Las inclusicnes de
¢, trachomatis se identificaron con un microscopio de

fluorescencia (Diaplan, Leitz) a un aumente de 63X como
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estructuras redondas u ovaladas, color verde intenso,

localizadas en el cltoplasma de la célula, generalmente
deformandola por su tamafo. El hallazgo de una sola inclusién

se consideré como cultivo positive.

Todas las pacientes con aislamientos positivos fueron
manejadas en otro protocolo, para el tratamiento, vigilancia y

seguimiento de su infecciodn.
Metodologia del anadlisis. Se utilizé la t de Student para

corpuarar los promedios obtenidos en las muestras por contrastar

(datos cuantitativos y promedios de aislamiento de cepas).
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RESULTADOS

Se estudid un total de 2407 mujeres sexualmente activas entre
18 y 45 aflos de edad, de las cuales 97(4.0%) presentaron
aislamiento positivo para ¢. trachomatis, el promedio de edad
de las mujeres positivas fue de 25 + 2.3 afos, el de las
negativas fue de 26 + 3.2 afos. El1 80% de las mujeres estudiadas
se dedica a labores del hogar y 20% son empleadas (obreras)
dentro de la ciudad. No se encontré diferencia en relacién a la
menarca entre positivas y negativas; el inicio de la vida sexual
fue a los 16 + 1.9 ajios para las negativas y de 13 + 2.7 para

las positivas,

El antecedente de manifestaciones urogenitales (disuria,
urgencia y frecuencia a la miccién, leucorrea, dolor y pesadez
pélvica), fue de 2 + 1.2 episcdiocs por afio para las negativas,
comparando con 5 + 2.0 en las positivas. No fue posible
docunentar en el grupo total presencia previa de ETS. E1 25.8%
(25/97) de las mujeres infectadas declard haber tenido por lo
menos dos parejas sexuales durante el tltimo aRio precedente a
la toma de la muestra; en el grupo de negativas sdlo el 14.7%

(340/2310) reconocié mds de una pareja sexual en el mismo lapso.

El promedio general de hijos fue de 2 + 1.6, el parto
pretérmino (menos de 37 semanas de gestacién), se documentd en
145/2310 (6.3%) de las negativas y en 11/97 (11.3%) de las
positivas., La prematrurez (mencs de 2500 g de peso y menos de

37 semanas de gestacién), se presentd en 12472310 (S.3%) en el
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grupo de negativas y en 9/97 (9.3%) de las positivas. Estos
dltimos datos correspondieron al ultimo embarazo y parto de cada
individuo. No fue posible documentar en la muestra de estudio la
frecuencia de abortos, mortinatos, estexrilidad, embarazos
ectépicos, presencia de fiebre postparto, infecciones

perinatales o enfermedad pélvica inflamatoria.

Los métodos anticonceptivos utilizados por la poblacién no
infectada fueron: dispositivo intrauterino (DIU) en 651/2310
(28.1%), salpingoclasia en 582/2310 (25.1%), hormonales orales
289/2310 (12.5%), hormonales inyectables en 73/2310 (3,1%),
preservativo en 73/2310 (3.1%), ritmo menstrual en 49/2310
(2.1%) y ninguno en 5%3/2310 (25.6%). En las mujeres positivas
a clamidia 38/97 (39.1%) emplearon DIU, 33/97 (34%) hormonales
orales y 26/97 (27%) no utilizaron algun procedimiento

anticonceptivo,

Cincuenta mujeres (51.5%) colonizadas con C, trachomatis se
encontraban totalmente asintomadticas. Las manifestaciones mas
sobresalientes (signos clinicos) fueron leucorrea en 47/97
(48.5%), ectropion y cervicitis mucopurulenta, con superficie
friable y de fAcil sangrado al raspar con el hisopo, en 35/47
(74.5%). Estas pacientes unicamente referian al interrogatoric
intencionado, molestja por la leucorrea y el prurito, la cual

obviamente no justificaba asistir a consulta ginecolégica.

Ademds de la presencia de €. trachomatis en las 97 mujeres

positivas, se demostré en el examen en fresco la coincidencia
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de T. vaginalls en 7/97 (7.2%), y da C. albicans en 2/97,

Los criterios de vaginosis bacteriana: pH 4cldo, presancia de
células quia, ausencia de proceso inflamatoric y presencia de
morfotipos corineformes, se observé en 13/97 (13.4%). No se

documentd en ninguna muestra la presencia de N._gonorrhoeae.

En las mujeres negativas al cultive de €. trachomatis, se
cbservo presencia del I, vagipalis en 161,/2310 {6.5%), 76/2310
(3.2%) tenian C, albicans y en 342/2310 (14.8%) se cumplid el
criterio de vaginosis bacteriana, Otros hallazgos, obtenidos en
este grupo de mujeres negativas al cultivo del patégeno en
estudio, fueron: presencia de leucorrea asintomatica en 873/2310
(37.7%), ectropién con cervicitis en 25/2310 (1.0%), friabilidad
con sangrado minimo al momento de la toma de la mnuestra en

108/2310 (4.7%) (ver Cuadro I).

En el laboratorio, el numero de inclusiones de C._trachomatis
que se oObservd varid de una hasta 46 por cubreobjeto examinado.
En el 15% de las muestras sembradas, se observé toxicidad y/o
contaminacion caracterizada por la acidificacidn del medio y
destruccién de la monocapa celular 24 horas después de la
inoculacién. Para evitar este error, se diluyd otra alicuota de
la muestra original en medio MMC y se inoculd nuevamente en
monocapa de células frescas. No hubo necesidad de pases

miltiples.
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CUADRO L S
Camciet{shus de 2 407 mujeres con y siu C. xmcllammu
Aspectos Posilivas Negativas (2 310)
Edad (afos) 25423 2643.2
Inicio vida sexual (afios) 13427 16+1.9
Antecedentes urogenitales® 542.0 2112
(eventos el dltimo afio)
Mis de una pareja sexual 26,0% 15.0%
Parto pretérmino®® 113% 6.3%
Premarturez®* 9.2% 53%
Anticoncepeion:
DIu 39.0% 28.0%
Salpingoclasia 21.0%
Hommonales 34.0% 113%
Ninguno 27.0% 25.6%
Leucorrea 48.5% 31.1%
Cervicitis mucopurulenta 74.5% 1.0%
Trichomonas vaginalis 1.2% 6.9%
C. albicans 2.0% 3.2%
Vaginosis bacteriana 13.4% 14.8%

* Disuria, urgencia, frecuencia de micciones, dolor y pesadez pébvica.
** Datos Jel dltimo embarazo y parto.

NS
<0.01
<0.01

<0.01
<0.01
<0.01

NS
<0.01
1<0.01
NS
NS
<0.01
NS
NS
NS




DISCUSION

Chlamydia trachomatis es el patdégeno mas comun que se alsla
en la infeccién del tracto genital femenino y, asimismo, es
quizé el agente mds prevalente de las infecciones adquiridas por
el tracto sexual. La presencia de infeccidédn endocervical durante
la vida sexual activa y la etapa reproductiva, representa un
alto riesgo de contagio potencial para la pareja sexual, asi
como una variedad de infecciones en la misma persona, como
cervicicis mucopurulenta, salpingitis, endometritis,
vulvovaginitis, infecciones intercurrentes durante el parto, que
pueden extenderse al recién nacldo o bien ser causa de secuelas
gue proplcian esterilidad, embarazo extrauterino o enfermedad

pélvica inflamatoria (19).

En este estudio se encontré una prevalencia similar a la
reportada para poblacidén  asintomitica en sociedades
industrializadas, considerada de bajo riesgo para la adquisicidén
y transmisicn de ETS.

En estudlecs reallzados en los EUA (19), la edad promedio de
las pacientas infectadas oscila entre 13-18 afos; esto es

significativamente menor que la encontrada en este trabajo.

Este fenémeno pueden ser explicado en base a la temprana edad
de inicio de la actividad y el mayor numero de parejas sexuales
en Norteamérica; asi mismo, la presencia de cervicitis

mucopurulenta es un factor de riesgo importante y un dato para
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sospechar la presencia del patégeno (20). En general, los
criterios demograficos y clinicos establecidos en otras
publicaciones (20,21) colnciden con lo que se observéd en esta
investigaclén. La gran mayoria de las mujeres tenian un curso
asintomatico, situacion que debe ser.tomada en cuenta para poder

docunentar la presencia de . trachomatis.

Al analizar las semejanzas y diferenclas al interlor del
grupe de poblacidn estudiada, (tabla I), se puede observar que
hay algunos aspectos diferenciales entre las mujeres que fueron
positivas en el cultivo de la bacteria, comparada con el grupo
que fuercn negativas. Es asi que puede establecerse gue una
mujer cgque ha iniclado tempranamente su vida sexual, que ha
tenido antecedentes urogenitales, gque tiene varias parejas
sexuales Yy que presenta cervicitis nucopurulenta al examen
ginecoldgico, tiene un riesgo importante para estar colonizada
por €, trachomatis. Ios datos retrospectivos son menos
consistentes; sin embargo, al considerar el parto pretérmino, la
prematurez y el método anticonceptivo, en el afo previo al
estudio, se aprecia que las diferencias son significativas.
Estos datos han sido observados en otras investigaciones

prospectivas (22,23).

La presencia de otras ETS facilita y aumenta el riesgo de
infeccién por €. trachomatis, ya que las alteraciones en el
epitelic escamocolumnar propician la entrada de los cuerpos
elemantales y el establecimiento de la infeccidén. Sin embargo,

en este estudio €. trachomatis se recuperd en la misma
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proporcién de mujeres con o sin la presencia de T, vagjinalis,
C._albicans o vaginosis bacteriana., Esta situacién ha sido

observada en otras poblaciones (24).

En nuestra poblacién es dificil obtener informacidén directa
de padecer o haber padecido alguna enfermedad venérea, esto se
complica aun mids, por la ausencia de programas oficiales o
privados que permitan comprobar en forma contundente la
presencia de algunas ETS. Los diagnésticos generalmente son
realizados inicamente en base a los hallazgos clinicos vy,

obviamente, el tratamiento tiene un alto grado de empirismo,

E1l aislamiento de C. trachomatis en cultjivo celular sique
slendo el método mas sensible y especifico para la
identificacion de esta bacteria, ya que cada cuerpo elemental
que es liberado por la célula huésped da origen a una o varias
inclusiones fAcilmente observables, dando un efecto de

ampliacién en el reconocimiento del microorganisma,

Sin embargo, no es un metodo estandar perfecto, ya dque un sdélo
cultivo reconoce entre el 70-80% de los casos (25). Este
procedimiento, es el ideal para establecer la prevalencia de
infeccidén en poblaciones de bajo riesgo para adgquirir ETS; por
ahora se reconoce como el estandar para valorar otras técnicas,
tales como la fluorescencla directa, en donde se utilizan
anticuerpos monoclonales (MicroTrak Syva} o alguna variante de
ELISA (Chlamydiazyme) (25). Estos recursos diagnésticos no han

sido validados adecuadamente para establecer la frecuencia de
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infeccién en poblacién abierta. Su utilidad es en casos

individuales.

También es de particular interés tomar en cuenta el numero
de paclentes asintomaticas que fueron reconocidas; ellas
representan una fuente potencial de infeccién para su pareja

sexual.

€. trachomatis no es parte de la flora bacteriana dal tracto
genital femenino, su presencia implica dafio y riesgo de
complicaciones. Por el momento, la tecnologia necesaria para
establecer el diagnéstico es de elevado costo, consume demasiado
tiempo, requiere de equipo y personal especializado, por lo
cual, estudios como el presente, no pueden ser realizados en
forma rutinaria. Sin embargo, factores como el numero de parejas
sexuales, antecedentes urogenitales y empleo de anticonceptivos
orales, asi como hallazagos clinicos de cervicitis mucopurulenta
y fragilidad capilar, son indicadores utiles para la busqueda
intencionada de C. trachomatis en éstas mujeres, empleando
cultivo o métodos alternativos de deteccion del antigeno, de
acuerdo a las posibilidades de cada laboratorio. La deteccién y
tratamiento oportuncs de éstas infecciones evitarda 1a
diseninacién del agente etiolégico y disminuira el riesgo de

complicaciones asociado con ellas.
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IV  COMENTARIOS ¥ PERSPECTIVAS

Los datos obtenidos en nuestro trabajo son comparables con los
reportados en otros estudios de Norteamérica, <tomando en
consideracion gue la metodologia utilizada para la deteccién

de la bacteria fue la misma en todos ellos,

Desafortunadamente, debido a la poca accesibilidad de los
métodos de diagnéstico, carecemos de esta informacién
proveniente de otros paises de Latinoamérica, en donde existen
escasos reportes sobre la prevalencia de las infeccicnes

causadas por esta bacteria (1).

Durante los udltimes 5 anos, se ha generado una gran actividad
en el desarrrollo e investigacidén de nuevas alternativas para
el diagnéstico de laboratorio de las infecciones causadas por
€. trachomatis, buscando siempre la accesibilidad de 1la

metodologia asi como especificidad y sensibilidad.

con respecto al cultivo de tejidos, reclentemente se han
realizado estimados mas precisos de la sensibilidad del método
con estudies en los cuales los paclentes han sido
diagnosticados empleando cultivo de tejidos, técnicas de
deteccién de antigeno y/o sondas de DNA (2,3). Asumiendo que
un verdadero positivo ocurre cuando cualquiera de las pruebas
diferentes al cultivo coinciden en su resultado, o cuando una
prueba puede emplearse para verificar otra, se ha demostrade

gue la sensibilidad del cultivo en laboratorios
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experimentados, varia del 70 al 95% dependiendo, en forma

importante, de la calidad de la muestra obtenida (3).

Las sensibilidad de las pruebas de inmunofluorescencia directa
han mejoradc, utilizando valores de corte menores para pruebas
positivas (2 CEs wversus 10 CEs}). La calidad de la muestra
repercute ampliamente en su sensibilidad y se considera que se
requieren mas de 5 células epiteliales por preparacidn para
considerarla adecuada para su lestura (4). En las msjores
condiciones, esta prueba alcanza sensibillidades hasta del 85%
y especificidades por arriba del 95% (S5); aunque estos
resultados aun no se alcanzan en poblacicnes de baja

prevalencia, por 1lo tanto, nho se recomienda como método de

escrutinio.

Se ha empleado el plasmido de 7.5 kb para los ensayes de
hibridacién con &cldos nucleicos; el plasmido contiene
unidades repetidas de 22 pb y existen alrededer de 7-10 copilas
del plasmide por clamidia. Es ger ello gque el pldsmide
representa una secuencia naturalmente amplificada, ideal para
ser utilizada como sonda (6,7). También se ha empleado un
fragnento del cromosoma que codifica para la PME, el cual
contiene dominios conservados de 129 pb en los 15 serotipos de
C, trachomatis (8). Mas recientemente, se han empleado sondas
de DHA que identifican regiones especificas del rRNA con
resultados no muy alentadores (9). Debido a que la baja
cantidad de TRNA en las muestras disminuyen la sensibilidad
del método.
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Estas mismas sondas se han empleado en ensayos utilizande PCR.
Los mejores resultades se han obtenido empleando al plasmido
criptico de ¢, trachomatis (10), pero aun se requiere un mayor
numero de estudios en muestras clinicas para determinar los
valores reales de sensibilidad y especificidad. Una vez que
esto se haya realizado, la simplificacién y automatizacisén de

la metodologia requerirdn mayor atencidn y desarrollo.

Aun gquedan en nuestrc pais muchos aspectos importantes sin
resolver, referentes a la epidemiologia de las infecciones
causadas por C, trachomatis,

Estudios similares a éste deben realizarse en diferentes
poblaciones, como por ejemplo en jévenes adolescentes de las
grandes ciudades, mujeres embarazadas y poblacién considerada
de alto riesgo para la adquisicién y transmisién de ETS, como
prostitutas y homosexuales, con objeto de tener una imagen lo

mis cearcano a la realidad de la pravalencia de ¢. trachomatis,.

Una vez que contemos con esta informacién podremos orientar

nuestros esfuerzes hacla problemas aun sin respuesta.

Desconocemos cual es el grado de inmunidad que se desarrolla
seguido a una primera exposicion con el agente infeccioso.
Asi como algunos casos curan espeontaneamente, otros no lo
hacen e ignoramos por cuanto tiempo puede persistir 1la

infeccidn.
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En 2l caso de 1los reclén nacidos infectados, también
desconocemos por cuanto tiempo se prolonga la infeccion y si
esto puede sensibilizar a los nifos para exposiciones futuras.

El mundo de C. trach

tis también guarda muchos secretos
sobre todo en las vias de propagacion y en la forma en que se

desarrolla inmunidad hacia el microorganismo.

Estos conocimientos nos ayudaran también a  introducir
pregraras de contrel que disminuyan los indices de infeccién,
eviten las consecuencias a largo plazo, sobre todo en la mujer
en etapas reproductivas y gque, al mismo tiempo, ayuden a

disminuir las otras ETS que afectan a nuestra poblacién.

Por otra parte, en los ultimos 2 a 3 afios, el estudio de 1la
bisclogia de las clamidias ha dado como resultado un cumulo de

conocimiento, muchos de los cuales aun son descriptives.

El ciclo de desarrolle de las clamidias y su regulacién,
sigupn =siends un vets nara 1ns bidlogos moleculares. La
busqueda de caracteristicas semejantes entre los genes de
chlanydia y los de otros procariontes ha servido unicamente
para enfatizar su originalidad. Resalta, por ejemplo, el
hecho de que no se hayan encontrado secuencias consenso de
promotor o de terminacidn de transcripcién en su cromosoma lo
cual sugiere la existencia de complejos mecanismos de
regulacidn de la expresion genética de los genes de Chlamydia.
sin embargo, los genes gue codifican para rRNA, PME y una

proteina de 60 kba, la cual presenta determinantes especificos
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de especle, comparten una misma propledad: la presencia de dos

puntos de inicio transcripcional (1l).

Dasafortunadamente, se carece todavia de las herramientas
moleculares esenciales para manipular la biologia del
organismo. se requiere del desarrollo de un sistema de
transferencia genética (vector), de manera que se puedan medir
los efectos de mutaciones definidas en el ciclo de desarrollo

de las clamidias.
Seguramente, en el futuro, este extraordinario grupo de

microorganismos continuard motivando y proporcionando nuevos

retos tanto en las ciencias basicas como en las aplicadas.
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