UNAM
FES
ZARAGOZLL

LO AUTAANO EjE
D€ MUTSTRA REFLEXION

5

UNIVERSIDAD NACIONAL AUTONOMA
DE MEXICO

FACULTAD DE ESTUDIOS SUPERICRES
ZARAGOZA

DETERMINACION DEL TITULC DE ANTICUERPOS
IgG ANTI Chlamydia
DURANTE UNA INFECCION ACTIVA

T E S I S

PARA OBTENER EL TITULO DE
QUIVMICO FARMACEUTICO  BIOLOGO

P R £ 5 E N T A

RAUL CARBALLO PEREA

MEXICO, D. F. 2000



e e

Universidad Nacional - J ~  Biblioteca Central
Auténoma de México -

Direccion General de Bibliotecas de la UNAM
Swmie 1 Bpg L IR

UNAM - Direccion General de Bibliotecas
Tesis Digitales
Restricciones de uso

DERECHOS RESERVADQOS ©
PROHIBIDA SU REPRODUCCION TOTAL O PARCIAL

Todo el material contenido en esta tesis esta protegido por la Ley Federal
del Derecho de Autor (LFDA) de los Estados Unidos Mexicanos (México).

El uso de imagenes, fragmentos de videos, y demas material que sea
objeto de proteccion de los derechos de autor, serd exclusivamente para
fines educativos e informativos y debera citar la fuente donde la obtuvo
mencionando el autor o autores. Cualquier uso distinto como el lucro,
reproduccion, edicion o modificacion, sera perseguido y sancionado por el
respectivo titular de los Derechos de Autor.



. "' _l ~g_.

| EL PRESENTE TRABAJO SE REALIZO EN EL
LABORATORIO DE VIROLOGIA. DEL: INSTITUTO
NACIONAL DE ‘PERINATOLOGIA BAJO LA

DIRECCION  DEL DOCTOR FERNANDO MARTIN
| GUERRA INFANTE. ST My




¥  AGRADECIMIENTOS K

A Dios Nuestro Sefor:
Por darme vida y fuerza para lograr cada una de las metas que me he

planteado.

De manera muy especial al director de Tesis:
Doctor Fernando Martin Guerra Infante, quien con su calidad cientifica y
humana ha sabido guiar adecuadamente la presente investigacion. Ademas de

brindarme sus consejos y amistad.

A Marcela, Angélica, Saul, Rocio y Daniel:
Por su apoyo que me brindaron para |a realizacion de esta investigacion, asi como

su amistad.

A mis sinodales:
M.C. Jose Luis A. Mora Guevara, Dr. Fernando Guerra Infante, Q.B.P. Gustavo
Miranda Contreras, Q.F.B. Francisco Javier Parada Garcia, y al Q.F.B. Yolanda
Flores Cabrera por su interés y sugerencias para mejorar este trabajo.




¥  oepicAToRIA K

Dedico este trabajo de tesis a Maria Guadalupe Zavaleta Morales por toda la

confianza, apoyo y tiempo incondicional que me ha brindado. Gracias por todo.

Dedico este trabajo de tesis de manera muy especial a mi Familia:

Padres: Carlos Carballo Casanova.
Xochilt Perea Gallegos.

Hermanos: Carlos Carbailo Perea.
Javier Alfredo Carballo Perea.
Leticia Carballo Perea.
Arturo Carballo Perea.

Que se encuentran presente en todos mis logros, gracias por todo su apoyo y
confianza.



2.
2.1
22
2.3
24

2.5

INDICE GENERAL

Indice general.
Indice de tablas.
Indice de figuras.

Introduccion.

Marco tedrico.
Generalidades.
importancia de Chlamydia trachomatis.
Respuesta inmune especifica contra Chiamydia trachomatis.
Importancia de los anticuerpos en el diagnostico de
C. trachomatis.
Prevalencia de Chlamydia trachomatis.

3. Objetivos.

3.1
3.2

Objetivo general.
Objetivos particulares.

4, Material y Métodos.

4.1 Disefio experimental.
42 Método Laparoscopia.
4.3 Deteccion de anticuerpos anti Chlamydia trachomatis
por inmunofiuorescencia.
4.4 identificacién de C. trachomatis por Hibridacién en fase liquida.
4.5 Andlisis estadistico.
5. Resultados.
5.1 Asociacién del titulo de anticuerpo y la presencia de infeccidn.
5.2 Asociacion del titulo de anticuerpo y los datos laparoscapicos.
6. Discusion.
7. Conclusiones.
8. Referencias.
9. Glosario de abreviaturas.
0. Apéndice.



Tabla

Tabla

Tabla

Tabla

Tabla

Tabla

Tabla |

Tabla

Tabla

INDICE DE TABLAS

Categorias de las pruebas de diagndstico con respecto

a la proporcion de probabilidad de los resultados.
Asociacion entre el titulo de anticuerpos anti Chlamydia

y el diagnédstico de infeccién por hibridacion en fase liquida.
Caracteristicas de los titulos de anticuerpos IgG asociados
significativamente a la infeccién por C. trachomatis.

Titulo de anticuerpos anti Chlamydia trachomatis en pacientes
con diferentes desordenes ginecolégicos.
Asociacion entre el titulo de anticuerpos anti Chlamydia

y la presencia de adherencia.

Asociacion entre los titulos de anticuerpos anti Chlamydia
y la presencia de la enfermedad pélvica inflamatoria (EPI).
Sensibilidad y especificidad de la prueba serologica

anti Chlamydia para el diagnéstico de adherencia.
Diferentes niveles de anticuerpos lgG anti Chlamydia,
asociados a la presencia de la enfermedad pélvica
inflamatoria (EPI).

Sensibilidad y especificidad de la prueba de

microinmunoflorescencia para el diagnéstico de adherencia.

20

22

23

24

25

26

27

28

32

i



INDICE DE FIGURAS

Figura 1. Equipo de hibridacion in situ en fase liquida de DNAgia

con RNApesomat d& Gen-Probe Pace 2 C. trachomatis. 18
Figura2. Células infectadas con inclusiones de C. trachomatis

en el citoplasma, que exhiben fluorescencia. 21
Figura 3. Células infectadas con inclusiones de C. trachomatis

en el citoplasma, que no exhiben fluorescencia. 21



RESUMEN.

Chlamydia trachomatis es una bacteria intracelular obligada que produce diversas
enfermedades, entre ellas la esterilidad y la infertilidad. La determinacion de anticuerpos
en contra de Chlamydia es una prueba que puede diagnosticar la infeccién activa, sin
embargo, la mayoria de los reactivos empleados describen que la prueba es positiva
cuando hay una fluorescencia a la dilucién 1:8, sin conocer realmente si hay una
diferencia entre pacientes con infeccién activa o pacientes con memoria inmunoloégica, por
consiguiente el objetivo de este trabajo fue el de encontrar un titulo de corte que describa
la presencia de infeccién activa por Chlamydia trachomatis, asi como a los desérdenes
ginecologicos a los que se asacia por lo que se determind el titulo de anticuerpos IgG anti

Chlamydia mediante la técnica de microinmunofluorescencia.

Los resultados mostraron que la prevalencia de C. trachomatis mediante la técnica de
hibridacion in situ en fase liquida de DNA s con RNAisesomat d& Gen-Probe pace 2, fue
del 10% en las pacientes que asisten a la clinica de infertilidad. La dilucion mas adecuada
para realizar el diagnéstico serologico de infeccién activa fue 1.512 ya que este mostré
una sensibilidad y especificidad de 70% y 80% respectivamente.

Con respecto a la presencia de desordenes ginecolégicos, la enfermedad pélvica
inflamatoria fue el Unico padecimiento que se logré describir satisfactoriamente por la
técnica de microinmunofluorescencia, con un titulo 1:1024.

La técnica de microinmunofiuorescencia a los titulos anteriormente citados, puede seruna
herramienta util para el diagnéstico de infeccion activa de Chlamydia trachomatis.



1. INTRODUCCION.

C. trachomatis es un microorganismo patégeno genital importante, el cual produce
enfermedades en hombres, mujeres y nifios pequefios del mismo modo que Neisseria
gonorrhoeae. La técnica de cultivo celular para el diagnéstico de C. trachomatis es el
método estandar de eleccién, sin embargo, ias técnicas serologicas han tomado
importancia en el diagnostico de este microorganismo.

En México, se desconoce el nimero de pacientes con infertilidad o esterilidad que han
estado en contacto con C. trachomatis, ya que un gran numero de estas cursa con una
infeccion asintomatica por lo que se requiere conocer la prevalencia de la infeccion y el
titulo de anticuerpos en la poblacion Mexicana que sugiera si |as pacientes cursan con
infeccion activa o si estuvieron en contacto con esta bacteria y de esta manera determinar
la posible participacion de este microorganismo como la causa de su padecimiento.

La determinacion de anticuerpos en contra de Chlamydia es una prueba que puede
describir este fenémeno, sin embargo, la mayoria de los reactivos empleados en el
comercio describen que la prueba es positiva cuando hay una fluorescencia a la dilucidén
1:8, sin conocer realmente si hay una diferencia entre pacientes con infeccion activa o
pacientes con memoria inmunoidgica. Ademas, es de gran interés determinar la
asociacion entre el titulo de corte de anticuerpo 1gG y el diagnostico de obstruccion tubo
ovarica evaluado por histerosalpingografia (HSG) o laparoscopia en los pacientes que
asisten a consulta en el Instituto Nacional de Perinatologia; con estos resultados se
lograria conocer la importancia del diagnéstico de infeccion por C. trachomatis, mediante

el titulo de anticuerpos anti Chlamydia.



2. MARCO TEORICO.

2.1 GENERALIDADES.

Los miembros de la familia Chlamydiaceae se caracterizan por ser microorganismos
Gram negativos que tienen en comun un exclusivo ciclo de desarrollo intracelular
obligado. Pueden existir en dos formas diferentes: como cuerpo elemental(CE) o como
cuerpo reticular(CR) o inicial. La primera, es la forma infecciosa adaptada para la
supervivencia extracelular, es la particula mas pequeiia, su tamafio es cercano a 300 nm,
y se tifie por Giemsa de color rojo. La pared celular de esta bacteria es de una estructura
trilaminar rigida, analoga a la de las bacterias Gram negativas. La segunda es el cuerpo
reticular o inicial, tiene un tamafo variable entre 800 y 1200 nm. Su capacidad para
infectar es baja, es la forma intracelular, metabélicamente activa y se tifie por Giemsa de
color azul.

La pared celular de las particulas contiene lisina y D-alanina pero no contiene acido
diaminopimélico. La pared celular del cuerpo reticular difiere de |a del cuerpo elemental en
que los péptidoglicanos no estén ligados por uniones peptidicas. Esto permite un aumento
de la permeabilidad del cuerpo reticular, para que su pared celular pueda ser atravesada
por el trifosfato de adenosina (ATP).

Estos microorganismos estan muy bien adaptados a su vida intracelular, ya que evitan
los esfuerzos para ser destruidos por el sistema inmunolégico del hospedero. La casi total
ausencia de mecanismos bioquimicos para producir energia, los restringe a una
existencia tan solo intracelular; siendo estos en principio parasitos energéticos, que
obtienen el ATP de fa célula huésped'.

Esta familia contiene un Gnico género, Chiamydia;, que se subdivide en 4 especies: C.

pecorum (es patoégeno de animales), C. psittaci ( puede causar zoonosis), C.



pneumoniae (es un patégeno del sistema respiratorio de humanos) y C. trachomatis
(causa una variedad de enfermedades clinicas principalmente oculares y genitales).

C. trachomatis es un microorganismo que se conoce hace poco mas de 80 anos, esto
debido a que no crece en medios artificiales, anteriormente se le consideraba como un
virus. Fue hasta 1966, en que Page, después de una extensa revision acerca de la
morfologia, citologia, naturaleza quimica y metabolismo de estos microorganismos,
establecié que se trataban de bacterias’.

Todas las Chiamydias comparten antigenos especificos de género. El antigeno
especifico del grupo dominante es un lipopolisacérido cido, termoestable, que se parece
al lipopolisacarido de Salmonelia®. En Chiamydia trachomatis, el antigeno de especie
predominante, que es compartido aparentemente por todas las cepas, excepto por el
agente responsable de la neumonitis en ratones, es una proteina termolabil asociada a
membrana denominada como proteina principal de membrana externa (MOMP). Los
antigenos especificos de especie pueden detectarse con anticuerpos fluorescentes, por

inmunodifusion o por hemaglutinacion directa®.



2.2 IMPORTANCIA DE Chlamydia trachomatis.

Las enfermedades de transmision sexual son muy comunes en nuestros dias, y se estan
haciendo multiples intentos para controlarias. En general, los esfuerzos mas importantes
se han enfocado contra las “enfermedades venéreas” clasicas, es decir, sifilis y gonorrea,
pero en varias poblaciones estas infecciones han sido superadas en frecuencia por un
grupc importante de enfermedades, tales como la uretnitis no gonocdcica y el
linfogranuloma venéreo, cuyo agente etiolégico es Chlamydia trachomatis®*. Esta
bacteria muestra 15 serotipos, que se agrupan segun su expresion clinica: Los serotipos
A-C son asociados con enfermedades oculares como el trachoma. Los serotipos Li-L; son
asociados a linfogranuloma venéreo (LGV), los cuales son muy utilizados en pruebas de
antigeno Gnico para determinar la presencia de anticuerpo contra Chiamydia en el suero
humano, y los serotipos D-K estan asociados con las infecciones genitales como es
uretritis no gonocécica, cervicitis, proctitis, epididimitis y neumonia del recién nacido®.

La mayoria de las infecciones genitales por Chlamydia no son tratadas debido a que el
70% de estas cursan asintomaticas, presentandose posteriormente complicaciones
graves como son la esterilidad tubérica, embarazos ectopicos, adherencias pélvicas,
endometritis crénicas y enfermedad pélvica inflamatoria(EPI). C. trachomatis se ha
descrito persistente en una forma subclinica por periodos proiongados en el tracto genital
superior®®, estas infecciones subclinicas son la mayor causa de esterilidad tubarica. Las
pruebas de diagnédstico son dificiles de realizar debido a |a region donde se encuentra la
infeccién por lo que las pruebas serolégicas pueden ser utiles para identificar a las
mujeres que pueden presentar una infeccién en ios drganos genitales superiores’. Se ha
determinado que del 20 al 30% de las infecciones endocervicales por C. trachomatis
tienen una diseminacion a endometrio y trompas de Falopio. De los cuales el 15% de las

mujeres resultan con dafio tubario y riesgo de esterilidad™’.



La infertilidad y esterilidad en conjunto con los embarazos ectopicos son reconocidos
como secuelas de EP| que puede o no ser asintomatica; aunque la patologia uterina que
afecta la fertilidad en general no excede el 10% de las parejas con problemas de
esterilidad, la fertilidad puede verse seriamente afectada por problemas uterinos*'®'".

Se ha sugerido que una infeccién persistente de Chlamydia trachomatis puede
aumentar la susceptibilidad de la pérdida de embarazo en el primer trimestre infectando
al tejido fetal o estimulando una respuesta inflamatoria en el compartimiento fetal. Sin
embargo, no todos los investigadores han encontrado evidencia que soporten estas
hipbtesis. Aun permanece incierto el papel de C. trachomatis en la pérdida fetal
recurrente ',

El fracaso para controlar infecciones genitales de Chlamydia se refleja que en muchos de
los casos esta es asintomatica: E! estado de portador en hombres y mujeres al
prolongarse aumenta el potencial para la transmision. Se ha identificado que el 25% de
hombres con infecciones en la uretra causadas por C. trachomatis no muestran sefal o
sintomas de infeccion por lo que estos varones asintomaticos pueden ser una fuente
importante de infeccion.

En el caso de mujeres, el 70% de ellas muestran una infeccion por C. trachomatis
esencialmente asintomatica*’®, aunque algunos sintomas apacibles pueden estar
presentes como es la descarga de sangre vaginal y el dolor bajo abdominal, o la disuria.
La infeccién asintomatica de la uretra y el recto causada por C, trachomatis puede estar
acompanado de una infeccién en el cérvix. Asi la identificacion temprana de personas
infectadas y la aplicaciéon de terapia curativa es probablemente la mejor manera de

controlar éstas infecciones®.



2.3 RESPUESTA INMUNE ESPECIFICA CONTRA Chlamydia trachomatis.

Los mecanismos inmunolégicos involucrados en la proteccion contra una infeccion genital
por Chiamydia es poco conocido. La respuesta inmune celular y humoral pueden ser
criticos en las diferentes fases de la infeccion'. Por ejemplo, los anticuerpos pueden
inhibir la entrada del cuerpo elemental bloqueando receptores celulares o modificando la
carga del cuerpo elemental. La mucosa genital puede responder a una infeccion
produciendo anticuerpos IgA secretorios que bloquean al patogeno en el sitio de entrada.
Ei cuerpo elemental también puede ser opsonizado por anticuerpos IgG o puede ser
muerto por células mediante un mecanismo de citotoxicidad celular dependiente de
anticuerpos'®.

La respuesta seroldgica del huésped a la infeccion con Chlamydia, se inicia al aparecer
anticuerpos séricos del tipo IgM y posteriormente IgG, también aparecen anticuerpos
locales {en las lagrimas o en el cérvix) del tipo 1gG e igA. No obstante, es mas evidente
que, entre personas que acostumbran la promiscuidad sexual, las concentraciones
basales de anticuerpos |gG son altas, debido a la memoria inmunolégica'. Con respecto a
los perfiles de los anticuerpos que se desarrollan durante infecciones genitales agudas o
cronicas de Chlamydia; se considera que ias infecciones superficiales mantienen un
estimulo pobre en la formacién de anticuerpos, mientras que las infecciones genitales
profundas y complicadas estdn asociadas con la seroconversion. Se sabe que la
produccién de IgM es de corto tiempo, y no es frecuente encontrar titulos elevados, en
cambio, los anticuerpos 1gG persisten durante afios y son usados como marcadores para
determinar un contacto anterior ¢ infeccion activa con Chlamydia®, sin embargo, éstos
dltimos no se han usado como Unico criterio para el diagnéstico de la infeccion ya qué

deben de estar apoyados con datos clinicos de infeccion o de fallo reproductivo.



Con el advenimiento de métodos modemos de investigacion de Chlamydia, se ha hecho
posible preguntar qué antigenos dan lugar a los anticuerpos y en gué punto en el ciclo de
desarrollo de éstos microorganismos pueden intervenir estos anticuerpos'®.

Ha sido conocido que los anticuerpos anti Chlamydia de pollos y conejos, producidos a
partir de la inoculacion de preparaciones crudas de cuerpos elementales, pueden
neutralizar la infeccion de estos organismos en embrion de polio y en ratones de una
manera especifica’’. Aunque las infecciones de C. trachomatis son frecuentemente
persistentes, se sugiere que el anticuerpo tiene una influencia moduladora importante en
la magnitud de la infeccion'?,

Los mecanismos por el cual el anticuerpo evita la infeccién es mediante la inhibicion de la
adherencia del cuerpo elemental'®, demostrandose que estos anticuerpos son eficaces
en la neutralizacién de la infeccién por Chiamydia; sin embargo, los titulos de anticuerpos
neutralizantes generalmente son bajos, por lo que no se llega al control de la infeccion 8
Chlamydia trachomatis es similar a las bacterias Gram negativas tanto en las
caracteristicas morfoldgicas como en la susceptibilidad a la neutralizacion mediada por
complemento. Principalmente los anticuerpos de clase IgG e IgM son los que activan al
complemento en la neutralizacion de las bacterias Gram negativas®’, posiblemente ocurre
lo mismo con C. trachomatis. Aunque la relevancia de esta observacion a la infeccion
natural, es incierta debido a que {a mayoria de las infecciones por Chlamydia se limitan a
un parasitismo en la superficie de la mucosa en donde existe un ambiente deficiente de
complemento’®.

Caldwell et al.® han demostrado que la MOMP, induce anticuerpos que pueden
neutralizar la infeccion in vitro. El anticuerpo policional contra cuerpos elementales,
bloquea la adherencia e ingestion de C. trachomatis (LGV) en células Hel.a*'. Mediante
anticuerpos monoclonales se ha demostrado que éstos estan dirigidos a epitopes de las

regiones inconstantes Il y IV de la MOMP, regiones que participan en la adherencia de



Chlamydia trachomatis en |as células HeLa®. Sin embargo, se ha identificado que otros
anticuerpos monoclonales y policlonales dirigidos contra MOMP, pueden neutralizar la
infeccion sin que se llegue a inhibir la adherencia'®™.

Se ha establecido ademas, que éste anticuerpo policlonal de conejo tgG dirigido contra
MOMP produce la neutralizacion de C. trachomatis con y sin el complemento agregado,
por lo que la neutralizacion independiente de! complemento no depende de la agregacion
del organismo, de ia inhibicién de la adherencia, o de ia entrada a la célula hospedera,
més bien, la neutralizacion ocurre después de la endocitosis. Basado en estos resultados,
se ha sugerido que este anticuerpo IgG intacto sobre ia superficie del microorganismo
promueve la fusién del fagolisosoma, inhibe la entrada de nutrientes esenciales de la
bacteria, y previene la diferenciacion del cuerpo elemental a cuerpo reticular'®",

Por otro lado, la secrecién vaginal inhibe la formacién de inclusiones de C. trachomatis

en presencia de anticuerpos IgG e IgA hasta en un 75% a un pH de 3.5 a 4.5, sin

embargo, a un pH > 6 la inhibicién se reduce solamente ai 33%%. Por lo anterior se

sugiere que estos anticuerpos diferentes pueden neutralizar la infeccion por Chlamydia
trachomatis en momentos diferentes del ciclo de desarrolio™".

Las proteinas de C. trachomatis que han sido identificadas en [a unién a las células del
hospedero son de 18, 31 y 32 kDa®', mientras que las de C. psittaci son de 17 y 19
kDa®. Estas adhesinas, se encuentran en la pared de los cuerpos elementales y no en los
cuerpos reticulares®'?*. La heparina que se ha identificado como un inhibidor de la
adherencia, actia a nivel de las proteinas de 18 y 32 kDa*, demostrando que estas
proteinas juegan un papel importante en la adherencia a las células epiteliales.

La MOMP es una proteina con peso molecular de 44 kDa, la cual actua como adhesina,
ésta funciona promoviendo la union electrostatica e hidrofébica con células del

hospedero?. Se ha sugerido que existe un receptor comun termolabil, sensible a la

tripsina que se encuentra distribuido extensamente en las células del hospedero™.



A partir de 1995, se ha identificado la presencia de anticuerpos contra la proteina de
choque térmico en especial a la familia de 60 kDa (hspeo) €n pacientes con infertilidad y
EPI que presentan infeccion por C. trachomatis. Se ha descrito que la hspe de
Chiamydia trachomatis, se expresa después de 2 a 26 hs de haber iniciado ia
infeccion®®, ademas se ha demostrado que esta proteina presenta un 80 % de homologia
con la hsp 60 de humanos(Chspe) por o que se ha sugerido que estas pacientes pueden
desarrollar una respuesta autoinmune produciendo anticuerpos contra proteinas de las
células de érganos genitales sdpen‘ores promoviendo de esta manera el proceso
inflamatorio y el daiio por fijacion de Chlfamydia en las tropas de Falopio de pacientes con

OTB 6 EPL




2.4 IMPORTANCIA DE LOS ANTICUERPOS EN EL DIAGNOSTICO DE C. trachomatis.

Uno de los principales problemas para evidenciar las implicaciones que tiene C.
trachomatis en las diversas patologias, son los métodos de deteccion y la expresion de
la enfermedad que en la mayoria de los casos es asintomatica. Otro de los problemas de
diagndstico es la variacién de la prevalencia de acuerdo a los factores de riesgo o
poblacion estudiada. Los factores de riesgo mas importantes son; la edad, el embarazo, la
raza, el estrato socioeconémico, los anticonceptivos oraies, la utilizacién de preservativos,
los cambios hormonales y la asociacién con otras infecciones como gonorrea’’. Ademas,
un numero subsecuente de estudios sugieren que la practica de duchas vaginales esta
implicado como un factor de riesgo de infeccién cervical de C. trachomatis y con ello de
EPI, infertilidad y embarazos ectopicos®®.

El aislamiento de C. trachomatis en el cultivo celular continia siendo el metodo mas
sensible y especifico de diagnéstico de las infecciones por éste microorganismo. Las
células de McCoy tratadas con cicloheximida producen un nimero mayor de cuerpos de
inclusién que cualquier otra linea celular y son las mas utilizadas. La centrifugacion de las
muestras sobre la monocapa celular aumenta considerablemente el resultado de la
prueba. A pesar de la gran sensibilidad del cultivo, se conocen algunos problemas
técnicos que modifican ﬁegativamente la recuperacion de Chlamydia trachomatis, como
es la contaminacion bacteriana que es inherente al manejo inadecuado del cultivo celular,
el tipo de muestra, ya que si se trata de una infeccion superior no se logra recuperar a C.
trachomatis a partir de un raspado cervico vaginal. Ademas, el cultivo celular solo se
puede efectuar en algunos laboratorios que cuentan con las condiciones de equipo y
reactivo para llevar a cabo esta tecnica. Debido a estos inconvenientes del cultivo celular
se han desarrollado métodos de deteccion antigénica que pueden adquirirse ya en el

mercado®®. Entre los que se encuentra la microinmunofiuorescencia que es uno de [0s
q

10



métodos mas empleados en los laboratorios que no pueden realizar el cultivo celular o
métodos mas sensibles debido a su alto costo. Esta técnica se basa en la aplicacion del
suero de las pacientes sobre una capa de células infectadas con C. trachomatis y
seguido de una aplicacién de anti anticuerpos que se encuentran conjugados con
isotiocianato de fluoresceina, con el fin de detectar los anticuerpos dirigidos contra C.
trachomatis en las muestras de suero de pacientes con esterilidad®. Por lo que la
deteccién de anticuerpos anti Chlamydia en suero de pacientes con esterilidad o
infertilidad de 2 afios de evolucién esta fuertemente asociada con la infeccion de ésta
bacteria en 6rganos de los genitales superiores. La sensibilidad de esta técnica ha sido
descrita del 78%, mientras que la especificidad es del 82%*".

Se sabe que en las infecciones genitales de Chlamydia trachomatis, se producen
anticuerpos especificos dirigidos contra los antigenos de superficie de este
microorganismo; como son los anticuerpos IgG?®, los cuales pueden ser titulados
mediante la técnica de inmunofluorescencia indirecta; que en comparacion con los
anticuerpos IgM son menos transitorios y se encuentran en mayor cantidad en suero que
los anticuerpos IgA.

Debido a que el 70% de las infecciones pélvicas con C. trachomatis son asintomaticas,
los anticuerpos (Ab) en suero contra Chlamydia se han usado como una prueba para
descubrir a los individuos que han estado en contacto con esta bacteria. Los estudios
retrospectivos muestran una cormelaciéon entre la presencia del elevado titulo de
anticuerpos en suero y el factor de infertilidad tubarica®. Los niveles altos de anticuerpo
dirigidos contra Chlamydia son el resuitado de una infeccion que se extiende mas alla de
la mucosa y pueden observarse titulos altos, seguido de una salpingitis aguda,
perihepatitis, proctitis, o epididimitis™.

El diagnéstico de infeccion de Chlamydia ha estado determinado tradicionalmente por

cultive celular y, mas recientemente, por descubrimiento de antigeno en muestras
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cervicales 0 anticuerpos en muestras de suero con inmunofluorescencia directa e
indirecta respectivamente. Sin embargo, se debe de tener presente que en las pruebas de
diagnéstico serolégico para la deteccion de anticuerpos anti Chlamydia existe la
posibilidad de presentar anticuerpos de reaccién cruzada contra otros microorganismos,
ya que se ha reportado presencia de anticuerpos de reaccién cruzada entre Chilamydia,
Salmonella, Acinetobacter y Bartonella. Este Ultimo presenta un interés particular en la
posibilidad de casos de infeccion con Bartonella presentando endocarditis que son
errdneamente diagnosticados como infeccién por Chlamydia o viceversa®**, por lo que,
el empleo de ofras pruebas de diagnéstico como es la prueba de hibridacion de acidos
nucleicos proporciona una alternativa rapida, sensible, y especifica a las técnicas que
actualmente se estan usando, ya que la técnica de hibridacion de &cidos nucleicos Gen-
Probe Pace 2 Chlamydia reporta una sensibilidad del 96.7% y una especificidad del
99.6%. Sin embargo, aln se tiene el problema de Ia localizacién de la infeccion que en
el caso de EPI y OTB ocurren en los 6rganos superiores del aparato genital urinario.

Otros métodos de diagnésticos de enfermedades del tracto genital cominmente usados
son la laparoscopia y la histerosalpingografia(HSG). La HSG ha sido una de las
herramientas mas utiles en el diagnostico de esterilidad en ia mujer. Se considera que la
primera indicacidén para la realizaciéon de la HSG es la valoracion de la permeabilidad
tubdrica; sin embargo, la HSG también puede ser de gran valor en la valoracion de la
cavidad endometrial, sin embargo, no puede sefalar la causa de |la obstruccion tubarica.
En varias investigaciones se sugiere que el diagnostico serologico de infeccion por C.
trachomatis puede llegar a ser tan predictivo en la deteccién de enfermedades tubaricas
como la HSG. Por otro lado, la laparoscopia es un estudio invasivo pero valioso en el
diagnostico de patologias pélvicas; siendo considerado como el método de diagnéstico

estandar para la evaluacién del dafic de los érganos genitales superiores >,
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2.5 PREVALENCIA DE Chiamydia trachomatis.

La infeccion por Chlamydia trachomatis constituye una de las enfermedades de
transmisién sexual mas frecuente a nivel mundial. En la literatura intemacional, existe una
importante variacién en la prevalencia de esta infeccion en mujeres sexualmente activas,
considerando cifras entre 5-35% en poblacion abierta, se reportan prevalencias de
infeccibn por Chlamydia trachomatis desde 16.6% hasta 52.8% en mujeres con
esterilidad, y desde 2% hasta 47% en mujeres embarazadas. En Mexico, Echaniz y cols
en 1992, informaron una prevalencia del 4% de infeccién, en una poblacion de bajo
riesgo en Cuemavaca, Morelos, empleando como prueba diagndstica el cultivo celular.
Recientemente, Guerra y cols en 1995%  informaron una prevalencia del 9.3% de
infeccion, en pacientes con sintomas cervico vaginales, empleando el cultivo celular. Se
reporta la prevalencia por Chlamydia trachomatis del 9% en mujeres que acuden a una
clinica de enfermedades de transmisién sexual y una prevalencia del 4% en poblacion
abierta. sin embargo, existe variaciones en la prevalencia, ya que en 1995, Bustos-Lopez
y cols? informaron de una prevalencia de 18.42% en pacientes con esterilidad y un
15.55% en pacientes con embarazo no complicados, empleando el cultivo celular
(McCoy), éste amplio intervalo de prevalencia, se ha tratado de explicar en términos de

factores socioeconémicos, culturales, clinicos y de métodos de diagndstico.
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3. OBJETIVOS

3.1 OBJETIVO GENERAL.

o Determinar el titulo de anticuerpos 1gG anti Chlamydia en pacientes con infeccion

activa.

3.2 OBJETIVOS PARTICULARES.

» Determinar la presencia de infeccion activa mediante la técnica de biologia

molecular de hibridacién de DNA-RNA ribosomal en pacientes infértiles.

e Determinar el titulo de anticuerpos IgG anti Chlamydia en pacientes con y sin

infeccion activa.

« Correlacionar los niveles de anticuerpos con la presencia de infeccion activa.

« Determinar el punto de corte éptimo de titulos de anticuerpos IgG anti Chlamydia

que describa los pacientes con infeccion activa.

« Determinar el punto de corte éptimo de titulos de anticuerpos 1gG anti Chlamydia

que describa los datos de laparoscopia.
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4. MATERIAL Y METODOS.

4.1 DISENO EXPERIMENTAL.

<= TAMANO DE MUESTRA.

s Se estudiaron a 100 pacientes gque asistieron al instituto Nacional de Perinatologia

(INPer).

= CRITERIOS DE INCLUSION.

* Pacientes femeninos que asistieron a la clinica de esterilidad del INPer.
¢ Entre 14 y 45 afnos de edad.

¢ Que no mostraron una enfermedad de autoinmunidad.

¢ Que no hayan recibido farmacos inmunosupresores.

¢ Que no tengan neoplasias.

= CRITERIOS DE EXCLUSION.

e Pacientes femeninos que no asisti6 al INPer.

e Menor de 14 afos de edad y mayor de 40 afos de edad.

e Pacientes que recibieron tratamiento de antibiético durante el estudio.
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= TIPO DE ESTUDIO.

e Este estudio fue retrospectivo, clinico y comparativo que se llevo a cabo en el

departamento de infectologia, en el area de virologia del INPer.

4.2 METODO DE LAPAROSCOPIA.

El paciente se pone en la posicion de litotomia bajo la anestesia general. El catéter se
pone en el Qtero para permitir el movimiento y la visiéon adecuada. Se lleva a cabc una
incisién en el drea periumbilical de 1.5-2.0 cm, y se introduce gas con una cénula para
crear un pneumoperitoneo. Cuando la presion adecuada es obtenida, se inserta una troca
con una conexién a la luz para observar todas las estructuras pelvianas.

Todos los pacientes se clasifican segun de acuerdo a la American Fertility Society por la
presencia o ausencia de lo siguiente: 1) endometriosis; 2) miomas; 3) adherencias
pélvicas que modifican significativamente las relaciones anatomicas pelvianas, y 4)

oclusion de trompas de Falopio.
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43 DETECCION DE ANTICUERPOS ANTI Chlamydia trachomatis POR

INMUNOFLUORESCENCIA.

Para la determinacion del titulo de anticuerpo en suero se utilizo el reactivo de IFA Fluoro-

kit INCSTAR Chlamydia(Stillwater, Minnesota, U.S.A).

Procedimiento.

La muestra de suero se preparé por diluciones dobiles seriados desde 1:8 hasta 1:1024
con solucion de PBS (ver apéndice). Antes de iniciar la reaccién con los sueros, los
portaobjetos con el antigeno se incubaron a temperatura ambiente por 20 min. Después a
cada pozo del portaobjeto se les colocd 20 ulL de los sueros control positivo, negativo y
del suero problema, a sus diferentes diluciones.

Los portaobjetos se incubaron en camara humeda a 37° C por 30 minutos, posteriormente
se lavaron con PBS durante 10 minutos para eliminar el exceso de anticuerpos. A cada
pozo se le agregod 20 ul del conjugado (anticuerpos anti IgG humano conjugado a FITC),
se incubaron los portaobjetos en camara himeda tal y como se describié anteriormente,
para eliminar el exceso de conjugade las laminillas se tavaron con PBS. Finalmente, a
cada pozo se le adiciond una gota de la solucién de montaje lentamente sin producir
burbujas, los portacbjetos se observaron en un microscopio de EPI fluorescencia (Axiover
100T, Carl Zeiss). Se consideré positiva la muestra cuando mas del 30% de las células

infectadas exhibieron fluorescencia de inclusiones de Chlamydia en el citoplasma.
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4.4 IDENTIFICACION DE C. trachomatis POR HIBRIDACION EN FASE LIQUIDA.

Para el diagnéstico de C. trachomatis se realiz6 ia técnica de hibridacion in situ en fase
liquida de DNAgopia €ON RNAipesomat d& Gen-Probe Pace 2 C. trachomatis (San Diego,

California, U.S.A), la cual es aceptada por la Federal Drug Administration (FDA).

Procedimiento.

Los hisépos obtenidos del raspado cervicovaginai se colocaron en tubos que contenian
previamente el medio de transporte 2sp y detergentes. Los tubos se etiquetaron con
nameros de identificacién de muestra de raspado cervicovaginal, incluyendo tres tubos
para la referencia negativa y uno para el control positivo.

Las muestras se agitaron con el vortex durante 5 sequndos. De cada una de las muestras
se pipeted 100 pL en tubos de polipropileno de 13x100 insertados en una gradilla
magnética, asi como de los controles negativos y positivos [el control positivo es RNA
rbosomal d€@ C. trachomatis (CRNA, )].

Posteriormente a cada tubo con la muestra contenida se le adicioné 100 uL de la Sonda
de DNA [DNA conia {DNA,) dirigido contra CRNA ]. Los tubos se cubrieron, se agitaron en
vortex de 3-5 veces para mezclar y se incubaron en un bario Maria a 60° C por 1 hora.
La gradilla con los tubos se retiraron del bafio Maria al termino del tiempo de incubacion y
a cada tubo se le pipeted 1 mL del Reactivo de Separacion (esferas magnéticas
conjugadas con anticuerpos que reconocen el hibrido DNA, -CRNA,).

Los tubos se cubrieron y se agitaron vigorosamente sobre la gradilla magnética {a cual se
incubdé a 60° C durante 10 minutos. La gradilla magnetica se retird del bafio Maria al

término de! tiempo de incubacién, la gradilla magnética conteniendo a los tubos se colocé
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en la base de la unidad de separaci6bn magnética, mediante inversion se decantd el
sobrenadante. Antes de revertir los tubos, se colocaron por 5 segundos en un papel
absorbente sin quitar los tubos de la base de separacién magnética.

A cada tubo se adiciond con solucion de lavado hasta llegar al margen y la gradilla
magnética nuevamente se incubd con fos tubos a temperatura ambiente por 20 min. El
exceso de reactivo se elimind como se describié anteriormente y las esferas se
resuspendieron con la solucién restante (de 50 a 100 L debe permanecer en cada tubo
de solucion de lavado).

Los tubos se insertaron en el portatubos de! equipo de quimioluminiscencia para su
lectura: El resultado se interpreté como positivo cuando la diferencia fue mas grande o

equivaltente a 350 unidades relativas de luz(RLU).

Figura 1. Equipo de hibridacién in situ en fase liquida de DNA.cpia €N RNAbesomal de Gen-Probe Pace 2

C. trachomatis.
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4.5 ANALISIS ESTADISTICO.

La significancia estadistica entre el titulo de anticuerpos IgG y la infeccion -por Chlamydia

trachomatis, se realiz6 mediante la prueba exacta de Fisher (0.05), realizando una

correlacion de los titulos de anticuerpos y la presencia de infeccién en tablas de

contingencia de arreglos de 2X2, ademds, se determind la sensibilidad y la especificidad

de la prueba y se calcularon las proporciones de la probabilidad de un resultado positivo

LR(+) y de un resultado negativo LR( - ) mediante las férmulas siguientes:

LR(+)= % sensibilidad / (1- % especificidad); LR(-)= (1- % sensibilidad)/ % especificidad.

El célculo de las proporciones LR(+) y LR(-}, permite categorizar los resuitados de la

prueba a diferentes titulos® :

Tabla 1. Categorfas de las pruebas de diagnéstico con respeto a la proporcién de probabilidad de los

resultados.

Mayor de 0.5

Entre2y5

Entre 0.5y 0.2

Entre 5y 10

Entre 0.2y 0.1

Mayor de 10

Menor de 0.1
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5. RESULTADOS.

54 ASOCIACION DEL TiTULO DE ANTICUERPOS IgG ANTI Chlamydia EN SUERO

Y LA PRESENCIA DE INFECCION ACTIVA DE C. trachomatis.

Se estudiaron 100 muestras de suero y de raspado cervicovaginal de pacientes con
diagnostico de infertiidad. A cada uno de los sueros se les determiné el titulo de
anticuerpos 1gG anti Chlamydia, con la técnica de microinmunoflucrescencia, la muestra
se considerd positiva cuando mas del 30% de las células infectadas exhibieron
fluorescencia de inclusiones de Chlamydia trachomatis en el citoplasma, como se

muestra en la figura 2.

Figura 2. Células infectadas con Figura 3. Células infectadas con

C. trachomatis, muestra positiva. C. trachomatis, muestra negativa,

Células Infectadas. Cuerpos reticulares con fluorescencia. Células infectadas que no exhiben fluorescencia.

Por el contrario, la muestra se considerd negativa cuando menos del 30% de las células
infectadas exhibieron fluorescencia de inclusiones de Chlfamydia trachomatis en el
citoplasma, o la exhibiciéon de fluorescencia se encontrd ausente como se muestra en la

figura 3.
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El diagnéstico de la infeccién activa se realiz6 mediante la prueba de Gen-Probe la cual
detecté 10/100 pacientes con infeccién. De las pacientes con infeccién, tres presentaron
un titulo 1:8, cinco presentaron un titulo 1:512 y dos un titulo 1:1024 de anticuerpos IgG
anti Chlamydia en suero.

Tabla 2. Asociacién entre el titulo de anticuerpos anti Chlamydia y ei diagnéstico de infeccion por

hibridacién en fase liquida.

N.S., no significativo.

Con respecto al diagnoéstico serolégico para la deteccién de infeccién con C.
trachomatis, los titulos de corte 1:128, 1:256 y 1:512, resuitaron ser significativos en el
diagnostico; mientras que los titulos de corte 1:8 y 1:1024 resultaron ser no significativos.
La edad promedio de las pacientes que presentaron infeccion por C. trachomatis fue de
31 aftos. La edad limite inferior de este grupo fue de 23 arios y la edad limite superior fue
de 45 anos. El predominio mas alto de infeccién por Chlamydia se encontré en jovenes

adultos, asociado principalmente a la vida sexual activa.
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La determinacidn de el titulo de corte 6ptimo para el diagnostico serolégico de la infeccion
por C. trachomatis se llevo a cabo mediante el analisis de las caracteristicas mas
importantes de cada titulo; como es la sensibilidad, la especificidad, la proporcion de la

probabilidad de un resultado positivo[LR(+)] y la proporcion de la probabilidad de un

resultado negativo|LR(-))( Tabla 3).

Tabla 3. Caracterlsticas de los titulos de anticuerpos IgG asociados significativamente a la infeccién por C.

trachomatis.

SEROLOGICO DE INFECCION

C. trachomatis

Sensibilidad | Especificidad | LR(+) LR(-)

100% 22% 1.2 (NA) 0.0 (E)

70% 73% 2.6 (A) 0.4 (A)

70% 78% 3.1 (A) 0.3 (A)

70% 3.5 (A) 03 (A)

20% 2.2 (A) 0.8 (NA)

El titulo de corte adecuado para realizar el diagnostico serolégico de una infeccion activa
fue de 1:512 ya que esta dilucion presentd la mayor significancia y la mejor combinacién
de sensibilidad y especificidad, ademas, de que las proporciones de probabilidad de

resultados positivos y negativos, lo calificaron como aceptable.
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5.2 ASOCIACION ENTRE EL TITULO DE ANTICUERPOS IgG ANTI Chlamydia

trachomatis Y LOS DATOS LAPAROSCOPICOS.

Se ha determinado una fuerte asociacion entre la positividad de anticuerpos anti
Chiamydia trachomatis y la presencia de EPI. Por lo que en esta parte del estudio se
determin® la asociacién entre los diferentes titulos de anticuerpos IgG anti Chlamydia y ia
presencia de los siguientes desordenes ginecotogicos diagnosticados por laparoscopia:
Adherencias, Miomas, Obstruccién Tubo ovarica(OTB), EPI y Endometriosis. De los 100
pacientes con infertilidad 25 presentaron adherencias, 3 presentaron miomas, 9
presentaron OT8, 4 presentaron EPI, 11 presentaron endometriosis y 48 no presentaron

desordenes ginecologicos (Tabla 4).

Tabla 4. Titulo de anticuerpos anti Chlamydia trachomatis en pacientes con diferentes desordenes

ginecoldgicos.

SIDESORDEN ADHERENCIA ENDOMETRIOSIS]

GINECOLOG.

TOTAL DE

iPACIENTES

(Nero) = Deteccitn positiva de C. trahomatis por hibridacién en fas(quida.
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De las 48 pacientes sin desordenes ginecolgicos 11 pacientes mostraron titulos de
anticuerpos 1:128; ademas 2 de ellos mostraron infeccién activa (1:512); de los pacientes
con EPI, 2 presentaron un titulo 1:1024 y 10 pacientes con adherencia presentaron un
titulo 1:512 (3 con infeccidn activa).

Con respecto a la asociacién entre el titulo de anticuerpos y la presencia de adherencias
se muestra en la Tabla 5 los titulos de anticuerpos IgG anti Chlamydia, 1:256 y 1:512,

fueron significativos y la mayor significancia lo presento el titulo 1:512.

Tabla 5. Asociacion entre el tftulo de anticuerpos anti Chlamydia y la presencia de adherencia.

o

.S., no significativo.
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La asociacion entre la enfermedad pélvica inflamatoria y la presencia de anticuerpos anti '
Chlamydia fue evaluado estadisticamente tal y como se muestra en la Tabla 6. £} titulo
1:1024 de anticuerpos I9G anti Chlamydia, resultd ser la unica dilucion significativa para
asociarse con la presencia de EPI.

La presencia de miomas y endometriosis no se lograron describir por titulos de
anticuerpos. Con respecto a la obstruccion tubo ovarica, se sabe que este padecimiento
se asocia a la presencia de infeccién con Chlamydia trachomatis, sin embargo, en este

estudio no se logré describir por titulo de anticuerpo.

Tabla 6. Asociacién entre los titulos de anticuerpos anti Chlamydia y la presencia de la enfermedad

pélvica inflamatoria {(EPI).

CON EPI SIN EPI

N.S, no signiﬂcativo _
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Para poder determinar el titulo de corte dptimo para el diagndstico serologico de la
presencia de adherencias y EPI, se determinaron las caracteristicas mas importantes de
cada titulo; como es la sensibilidad, la especificidad, la proporcion de la probabilidad de
un resultado positivo[LR(+)] y la proporcién de la probabilidad de un resultado negativo

[LR(-)] ( Tabla 7 y 8).

Tabla 7. Sensibilidad y especificidad de la prueba seroldgica anti Chlamydia para el diagnéstico de

adherencia.

DIAGNOSTICO] DE  [ADHERENCIAS

80% 20% 1.0 (NA) 1.0 (NA)

44% 73% 1.6 (NA) 0.7 (NA)

78% 1.8 (NA) 0.7 (NA)

80% 20(A) 0.7 (NA)

92% 20 (A) 0.9 (NA)

Con respecto a los resultados, sobre el titulo de anticuerpos y la presencia de adherencia,
se observé que la sensibilidad disminuye y la especificidad aumenta al ir aumentando la
dilucion. El analisis de las proporciones de probabilidad de resultados positivos y
negativos, categorizaron a esta prueba serolégica de diagnostico de C. trachomatis
como no adecuada para describir la presencia de adherencia en pacientes infértiles

(Tabla 7).
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Tabla 8. Diferentes niveles de anticuerpos IgG anti Chlamydia, asociados a la presencia de la enfermedad

pélvica inflamatoria {EPI).

DIAGNOSTICO DE EPi : O

Sensibilidad

Especificida

LR(+)

LR(-)

100%

22%

1.2 (NA)

00 (B)

50%

79%

23 (A)

0.7 (NA)

50%

80%

2.5 (A)

0.6 (NA)

50%

82%

2.7 (A)

0.6 (NA)

I —

10.0 (B)

NA = Prueba no adecuada. A = Prueba aceptabl. B = Prueba ena.

0.5 (A)

E= Peba Excelente.

En cuanto a los resultados del titulo de anticuerpos IgG anti C. trachomatis asociados

con {a presencia de EPI, se muestra en la Tabla 8 que el titulo adecuado para el

diagnéstico serolégico fue el titulo 1:1024. La prueba presentd a este titulo una

sensibilidad del 50% y una especificidad del 95%, ademas, se categorizé como buena en

la proporcién de probabilidades de resultados positivos y como aceptable en la proporcion

de probabilidades de resultados negativos.
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6. DISCUSION.

La determinacién de la prevalencia de infeccion por Chlamydia trachomatis se ve
influenciada por varios factores entre los que se encuentra la técnica empleada, la
poblacién de estudio y otros.

La prevalencia de infeccion por Chlamydia trachomatis en este estudio fue del 10% en
mujeres infértiles. Aunque existe diferencia en los ensayos, se observa que la prevalencia
reportada en este trabajo es menor a las prevalencias reportadas en la poblacién
anglosajona y se encuentra dentro de las reportadas en México (9-10%).

Una de las pruebas empleadas para el diagnéstico de Chlamydia trachomatis es la
deteccion de anticuerpos anti Chlamydia. Meikle y col.** Determinaron que el titulo 1:16
de anticuerpos IgG anti Chlamydia mediante la técnica de microinmunofluorescencia
(MIF, kit VIRGO), es adecuado para la deteccién de infeccién por C. trachomatis. En este
trabajo, los resultados mostraron que el diagnéstico serolégico de infeccion activa con
Chiamydia trachomatis, se puede realizar a las diluciones 1:128, 1:256 y 1:512, siendo
estos significativos con respecto al diagnéstico de infeccién activa, un titulo mayor a estos
resultd no ser significativo en el diagndstico, debido posiblemente a que la concentracion
de anticuerpos disminuyé. Aunque en 8 pacientes se logré detectar la presencia de
anticuerpos anti Chlamydia, a la dilucion 1:1024 sin presencia de infeccion activa cabe
sefialar que el microorganismo podria estar presente en érganos genitales superiores, por
lo que no se debe descartar que la diluciéon 1:1024 pudiese describir una infeccién activa.
Otra posibilidad podria ser que la paciente donde no se logré identificar al
microorganismo, hubiese tenido una infeccion reciente de otros microorganismo como
Salmonelosis, Bartonelosis 6 de Rickeettsia, ya que estos microorganismos presentan

reaccion cruzada con Chlamydia trachomatis. Finalmente cabe sefalar que el titulo de
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anticuerpos adecuados fue de 1:512 ya que este mostré una sensibilidad y una
especificidad de 70% y 80% respectivamente.

La asociacién entre la presencia de anticuerpos y el diagnéstico de infeccién descrita por
Minassian y col.¥ describe el porcentaje de prediccion que tienen los titulos de
anticuerpos contra Chlamydia trachomatis determinados por una prueba de ELISA.
Estos autores mostraron que la infeccion de Chlamydia se diagnostica correctamente en
un 87%.

Con respecto a la asociacion entre el titulo de anticuerpos y la presencia de EP), se ha
descrito que de cada 12 mujeres infértiles con dafio tubarico, 8 mujeres tienen una historia
clinica de EPI, ademas de presentar titulos de anticuerpos IgG anti Chiamydia de

1:1024. Sin embargo, Mattila y col®® han realizado determinaciones de anticuerpos 1gG
contra C. trachomatis en pacientes con enfermedad pélvica inflamatoria utilizando la
técnica de Inmunoensayo enzimatico (EIA) con un titulo de corte 1:16. A este titulo
aumenta la sensibilidad de la prueba, sin embargo, disminuye la especificidad por lo que
se ve reflejado en la proporcién de resultados serolégicos positivos sin la presencia de
EPI, ya que en 19 pacientes con EP1 sélo 9 fueron positivos.

En este trabajo el titulo mayor fue de 1:1024 en el cual se detectd en 2/4 pacientes con
EPI, mientras que 8/62 sin EPI fueron positivos. Aunque la EPI se ha clasificado en leve,
moderada y severa, cabe sefialar que el estudio laparoscdpico no puede describir que tan
leve es la enfermedad pélvica inflamatoria, y posiblemente algunas de estas pacientes
cursaban con un fenomeno inflamatorio en los 6rganos genitales superiores y tal y como
se ha demostrado en algunos liquidos peritoneales donde la deteccion de citocinas como
FNT-o. en mujeres infertiles ha demostrado la presencia de un fenémeno inflamatorio en
aquellas mujeres que no presentan sintomatologia.

Con respecto a las pacientes que presentaron resultados seroldgicos negativos en este

trabajo y que ademas presentaron adherencia u OTB,; posiblemente el agente etiologico
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fue diferente a Chlamydia trachomatis, ya que estos padecimientos pueden ser
causados por otros microorganismos. Sin embargo, aunque es supuesto de que la
infeccion por Chiamydia, da lugar a la formacién de anticuerpos persistentes, hay
evidencias de que los titulos de IgG pueden disminuir con el tiempo. Durante un periodo
de 3-6 aflos, Puotlakkainen y col.*, encontraron una disminucion significativa en los titulos
de 1gG en 26 pacientes (43%). Por otro lado, Chaim y col.** (1992) encontraron que de 18
pacientes seropositivos, 15 pacientes presentaron una disminucién en las
concentraciones de IgG en un intervalo de 5 afos, sin embargo, ningun paciente se volvio
seronegativo, mientras que Henry-Suchet y col. *(1994) encontraron titulos de IgG
decrecientes en 22% de las pacientes durante 12 meses continuos y en dos (4%)
pacientes se presenté ia seroconvercién, de positivo pasaron a ser negativos.

Los titulos de anticuerpos pueden permanecer elevados por un periodo largo de tiempo y
no presentar desorden ginecoldgico, por 10 que los resultados serologicos positivos de las
pacientes que no mostraron adherencias o EPI de este trabajo son atribuidos a estas
etapas inaparentes de la infeccién, o a posibles reacciones cruzadas.

En este trabajo, se presentaron ftitulos significativos de anticuerpos anti Chlamydia
trachomatis en el diagnéstico de adherencias, pero debido a la baja sensibilidad que
presentaron los titulos de anticuerpos, se determind como una prueba no apropiada.
Existen estudios similares, como es el caso de Kane y col.*” que reportan una sensibilidad
del 30% y una especificidad del 88%, por lo que se presentdé como una prueba no
aceptable en la proporcion de resultados negativos(LR(-)). Moore y col.®® es también un
caso similar ya que reporta una sensibilidad del 54% y una especificidad de 100%, por lo
que se presentd como una prueba al limite de lo aceptable en la proporcion de resultados
negativos. Por el contrario, existen estudios donde se han encontrado la especificidad

|49

baja, como es el caso de Anestad y col.™ que reportan una sensibilidad del 88% y una

especificidad del 45%, por lo que se encontr6 como una prueba no aceptable en la
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proporcion de resultados positivos (LR(+)). Sin embargo, Guderian y Trobough® reportan

una sensibilidad 83% y una especificidad de 84%, por lo que se presentdé como una

prueba buena en la proporcién de resultados positivos y negativos (Tabla 9).

Tabla 9. Sensibilidad y especificidad de la prueba de microinmunofiorescencia para el diagnéstico de

adherencia.

[ Sensibilidad

(%)

Especificidad

(%)

2.6(A)

0.8(NA)

Titulo de cort

0.0(E)

0.5(A)

1.8(NA)

0.3(A)

NA = Prueba no adecuada. A = Prueba aceptable. B = Prueba buena.

5.2(B)

0.2(B)

E = Prueba Excelente.

En este trabajo la baja sensibifidad pudo deberse a posibles reacciones cruzadas entre

Chlamydia trachomatis y otros microorganismos dando de esta manera falsos positivos.

Aunque tambien pudo deberse al método estandar de comparacién (hibridacion en fase
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liquida Pace-2), debido a que este necesita de 24 o mas unidades formadoras de
inclusién para que la muestra sea positiva por lo que en menor cantidad de bacterias
puede ser dado como un falso negativo.

Una de las limitantes en este trabajo es el tipo de muestra, que también pudo influir en la
baja sensibilidad ya que una infeccion activa de érganos genitales superiores pudo no
haberse detectado en el raspado cervico vaginal.

Con respecto a los miomas y la endometriosis, no se lograron describir por titulos de
anticuerpos, como se esperaba, ya que los origenes de los miomas y la endometriosis por
lo general son asociados con otros factores, ademas, se ha reportado que las mujeres
con titulos de IgG negativo tienen una incidencia mayor de endometriosis y sus parejas
sexuales un factor de esterilidad masculino mas alto®. Con respecto a la obstruccién tubo
ovarica se sabe que existe asociacion entre la presencia de infeccién de Chlamydia
trachomatis y el padecimiento, sin embargo, en este estudio no se logré describir este
fendmeno.

Con respecto a los resultados de las proporciones LR( - ) y LR( + ), en este trabajo la
microinmunofluorescencia como prueba aiagnéstica de la presencia de adherencia no
resultd adecuada, sin embargo para la enfermedad pélvica inflamatoria resulté ser
aceptable a un titulo de corte de 1:1024. El diagnéstico serologico en general tiene un
valor predictivo, debido a que tiene varias limitaciones como es la reaccién cruzada que
puede ocumir entre especies de Chlamydia o con otros microorganismos, limitando la
especificidad de la prueba, sin embargo, los datos estadisticos de este trabajo muestran
que a! categorizar la prueba, ésta es aceptable a un titulo de 1:512, con respecto al

diagnéstico de infeccion por C. trachomatis.
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7. CONCLUSIONES.

- La prevalencia de infeccidon activa con Chlamydia trachomatis en pacientes que

asisten a la clinica de infértilidad fue del 10%.

- El titulo de anticuerpos IgG anti Chiamydia 1:512 es el titulo de corte 6ptimo para

el diagnéstico serolégico de una infeccion activa por Chlamydia trachomatis.

- El titulo de anticuerpos 1gG anti Chlamydia 1:1024 es el titulo de corte dptimo

para realizar el diagnostico serolégico de una enfermedad pélvica inflamatoria.

- El diagnéstico serolégico de anticuerpos anti Chlamydia realizado mediante un
raspado cervico vaginal no es util para predecir la presencia de OTB vy

adherencias.
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9. GLOSARIO DE ABREVIATURAS.

IgG = Inmunoglobulina G.

EPlI = Enfermedad pélvica inflamatoria.
CE = Cuerpo elemental.

CR = Cuerpo reticular.

ATP = Trifosfato de adenosina.

MOMP = Proteina principal de membrana extema.

LGV = Linfogranuloma venéreo.
lgA = Inmunogiobulina A.
igM = Inmunoglobulina M.

Hspso = Proteina de Chlamydia trachomatis de 60 kDa.
Chspey = Proteina de humano de 60 kDa.

OTB = Obstruccion tubo ovarica.

HSG = Histerosalpingografia.

CRNA, = RNA ribosomal de Chlamydia trachomatis.
DNA. = DNA copia.

RLU = Unidades relativas de luz.

LR(+) = Proporcidén de la probabilidad de resultados positivos.

LR(-) Proporcion de la probabilidad de resultados negativos.

ElA Inmunoensayo enzimatico.

FNTa = Factor de necrosis tumoral alfa.
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10. APENDICE.

SOLUCION SALINA DE FOSFATOS (PBS).

Cloruro de sodio

Fosfato dibasico de potasio

Fosfato monobasico de sodio

Cloruro de potasio

Disolver en 800 mL de agua desionizada.

Ajustara pH 7.4.

Aforar con agua desionizada hasta

80g.

0.2g.

294

1000 mL
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