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RESUMEN

Chlamydia trachomatis es uno de los patdogenos mas frecuentes en las
infecciones de transmision sexual; es causante de una serie de patologias tanto en
varones como en mujeres, por lo que se considera un problema de salud mundial. Este
tipo de infeccidén es de importancia epidemiolédgica ya que al no ser detectada ni tratada
puede ocasionar infertilidad en la pareja. En varones su deteccion es dificil debido a
que en la mayoria de las infecciones llevan un curso asintomatico y se convierte en una
fuente de infeccion para sus comparieras sexuales.

Debido a que los métodos de diagndstico son de baja sensibilidad y al tipo de
muestra utilizada; es necesario emplear técnicas mas sensibles para conocer la
frecuencia de la infeccién por C. trachomatis en varones, de ahi que el objetivo de este
trabajo, fue el de evidenciar la prevalencia de C. trachomatis mediante la técnica de
reaccion en cadena de la polimerasa (PCR) en muestras uretrales masculinas que
fueron negativas por una técnica de hibridacion en fase liquida. Se estudiaron 50
muestras uretrales y 50 sueros de varones cuyas parejas sexuales femeninas asistieron
a la clinica de reproduccion asistida del Instituto Nacional de Perinatologia. A cada
muestra se le realizé la busqueda de C. trachomatis por la técnica de PCR, asi como
la presencia de anticuerpos IgG anti- C. trachomatis mediante la técnica de
microinmunofluorescencia (MIF). Los resultados mostraron que 21 muestras fueron
positivas por PCR con una frecuencia del 42% y de estas 20 fueron positivas por la
técnica de MIF con una frecuencia del 42%.

Asi mismo, se encontré una asociacion estadisticamente significativa y una
dependencia entre las muestras positivas por PCR y la presencia de anticuerpos anti-
C. trachomatis; (P= 0.001); asi como con la procedencia de los pacientes (P= 0.009);
en el andlisis laparoscopico de las compafieras sexuales se encontré una significancia
en las que presentaron adherencia (P= 0.02), endometriosis (P= 0.05) y miomatosis (P=
0.009). Con base a los resultados obtenidos se propone la técnica de reaccién en
cadena de la polimerasa como una prueba util en el diagnostico de C. trachomatis en

muestras uretrales masculinas.

vii



[. INTRODUCCION

Dos aspectos importantes que preocupan a la Organizacién Mundial de la
Salud y a la Panamericana de Salud son: 1) Incremento en el nimero de casos de
Infecciones de Transmision Sexual y el Sindrome de Inmunodeficiencia Adquirida
(ITS/SIDA) y 2) ElI aumento en el numero de infecciones en adolescentes
sexualmente activos, usuarios de drogas®. Los agentes causales de las

infecciones de transmision sexual son muy variados, como se muestra en la tabla
143

TABLA 1. INFECCIONES DE TRANSMISION SEXUAL Y SUS
AGENTES CAUSALES

INFECCIONES AGENTE CAUSAL

Uretritis, Epididimitis, Proctitis, Salpingitis, Chlamydia trachomatis (Todos los biotipos
Cervicitis, Conjuntivitis, etc. excepto los L)

Gonorrea Neisseria gonorrhoeae

Herpes genital Virus herpes simple |y Il

Verrugas, Cancer anogenital Papilomavirus humanos

Tricomoniasis Trichomonas vaginalis

SIDA VIH

Chancro Haemophilus ducreyi

Sifilis Treponema pallidum

Linfogranuloma venéreo (LGV) Chlamydia trachomatis (Serotipo L )

Candidiasis Candida albicans

Vaginosis bacteriana Gardnerella vaginalis

FUENTE: tomado de Hitchcock PJ.

En el manejo adecuado de pacientes que han contraido una ITS, se deben

considerar varios aspectos tanto meédicos, sociales, epidemiolégicos como de



conducta, sobre todo aquellos relacionados a educacion en salud y sexualidad que
permitan prevenir este tipo de infecciones®™.

En adolescentes el riesgo de adquirir una ITS es mayor, no sélo por su
actividad sexual sino porque, a diferencia de los adultos, es menos probable que
forme una relacibn monogamica o que tomen medidas adecuadas de proteccion.
Los jovenes infectados tardan en buscar la atencidbn médica; esto ocurre por su
falta de informacion acerca de los sintomas, sus consecuencias y el medicamento
apropiado. Para el tratamiento de pacientes que tienen alguna ITS influyen tanto
factores socioecondmicos, psicolégicos como culturales; estos pacientes al
desconfiar del personal médico y tener temor de que su confidencialidad sea
violada y/o también su falta de recursos econémicos no toman ningun tipo de
tratamiento, lo que provoca que aumente el riesgo de infeccién y la tasa de
prevalencia®?.

La infeccion por Chlamydia trachomatis es el causante mas comun de las
infecciones de transmision sexual y representa un problema de salud publica
mundial®¥. Cada afio se considera que se producen 90 millones de casos de
infeccion por C. trachomatis en el mundo. En Estados Unidos es la infeccion
bacteriana mas comunmente reportada, con 4 a 5 millones de casos anuales. Las
consecuencias que puede traer esta infeccion son de las mas graves y costosas
de todas las infecciones de transmisidon sexual; Ademas de que algunos estudios
han demostrado que la infeccién por C. trachomatis puede facilitar la transmisién

sexual de SIDA y gonorrea®?%,



. MARCO TEORICO
Il.1. Epidemiologia

Una caracteristica importante de C. trachomatis es que aproximadamente
del 50% al 80% de las infecciones cursan de manera asintomatica®?. Los indices
de incidencia varian de acuerdo con la localizacion geografica, la poblaciéon
especifica y las muestras en estudio. Las infecciones genitales por este patégeno,
en sus variaciones serologicas D a K se producen con frecuencia entre la etapa de
adolescente y la de adulto jéven, sexualmente activos®.

La infeccion por C. trachomatis es una de las enfermedades infecciosas
mas comunes entre mujeres y hombres. En Estados Unidos la incidencia de
infeccion genital en mujeres estudiantes asintomaticas es del 5%, las que reciben
atencion en las clinicas de planificacion familiar es mayor del 10% y aquellas que
se atienden en clinicas de enfermedades transmitidas sexualmente es mayor del
20%*>7,

La incidencia de infeccion uretral en varones jovenes es menor del 10%,
mientras que en soldados asintomaticos que se sujetan a cuidados médicos
regulares es del 10 al 15% y en varones heterosexuales que se atienden en
clinicas de enfermedades transmitidas sexualmente es del 15 al 20% o mas
(25689 En paises Europeos la infeccién en poblacién masculina es diversa y se
tienen reportes de un 3% al 30%, a partir de muestras de orina, semen y uretra>
9. ademas es importante sefialar que la prevalencia de C. trachomatis en estos
paises es mayor que la de Neisseria gonorrhoeae.

En México, no se tienen muchos datos de la frecuencia de C. trachomatis
en poblacion masculina sin embargo, en mujeres que asistieron al Instituto
Nacional de Perinatologia, la prevalencia de infeccion por C. trachomatis fue del
24.9%, las cuales presentaban diferentes patologias ginecolégicas como
enfermedad pélvica inflamatoria (EPI), obstruccién tubaria bilateral (OTB) vy

embarazos ectdpicos!”. En la literatura se describe que del 75% al 85% de los



casos de infertilidad, OTB, EPI y endometriosis, el agente etiologico de estos
padecimientos es C. trachomatis ¢,

En un estudio realizado por Valdespino y col®, en hombres con practicas
homosexuales y bisexuales reportaron una frecuencia del 4.3% por la técnica de
inmunofluorescencia®. Asi mismo Guerra-Infante reporté que a partir de
muestras uretrales la frecuencia de infeccion fue del 1.7% empleando la prueba de
hibridacién en fase liquida‘”.

Debido a que en nuestro pais se conoce poco sobre la prevalencia de C.
trachomatis en poblacidbn masculina es importante realizar estudios al respecto,
por lo que este trabajo se enfocd en conocer si las muestras uretrales de varones
gue fueron negativos por una técnica de hibridacién en fase liquida realmente son
negativas a la infeccion por C. trachomatis, empleando la técnica de reaccion en

cadena de la polimerasa (PCR).
Il.2. Etiologia y Patologia

El género Chlamydia se caracteriza por ser una bacteria intracelular
obligada, no movil, Gram negativa, contiene ribosomas, RNA y DNA (se encuentra
en el nucloide del cuerpo elemental); sintetiza sus propias proteinas, acidos
nucleicos y lipidos. Presenta una membrana externa compuesta de fosfolipidos,
proteinas (70-75%) y lipopolisacaridos (antigeno especifico de grupo); no tiene
colesterol en su membrana celular, pero tiene lipidos y carbohidratos'”.

Los principales antigenos de clamidia estan localizados en su membrana
externa. Tiene el lipopolisacarido LPS (antigeno especifico de género) y la
proteina principal de membrana externa (MOMP) en donde estan presentes los
epitopos que son género, especie y subespecie especificos™”.

Tiene un ciclo de vida con dos formas distintas, especialmente adaptadas a
la supervivencia extracelular y a la transferencia de célula a célula, asi como para
el crecimiento intracelular. La forma infectante (extracelular) llamada cuerpo
elemental (CE), con un tamafo aproximado de 0.2-0.4 um tiene una pared rigida

que carece de acido muramico, una membrana externa con proteinas, entre ellas



la proteina principal de membrana externa (MOMP) que tiene un peso molecular
de aproximadamente 40 kDa y dos proteinas de envoltura, una de 60 kDa y otra
de 12 kDa, ambas ricas en cisteina y que se encuentran solo en los cuerpos
elementales. La integridad estructural le confiere resistencia a los factores
ambientales, permitiéndoles sobrevivir después de la lisis de la célula huésped, asi
como el transito de célula a célula y de huésped a huésped”.

La forma metabdlicamente activa (intracelular y reproductiva) llamado
cuerpo inicial o reticulado (CR), mide de 0.6-1.0 um, sintetiza DNA, RNA y
proteinas; son menos rigidos en comparaciéon con el CE, no sobreviven fuera de la
célula huésped; después de un tiempo empieza a dividirse por fision binaria, se
convierte en CE y es liberado para iniciar otro ciclo de infeccion(®.

La familia Chlamydiaceae, comprende un unico género; Chlamydia, sin
embargo ahora se ha propuesto la division en dos géneros; Chlamydia y
Chlamydophila; y se han afadido nuevas especies. Dentro del género
Chlamydia se encuentran, C. trachomatis parasito estricto del hombre; C.
muridarum patdgeno de ratones y hamsters y C. suis de cerdos. El género
Chlamydophila incluye a las especies; C. pneumoniae, agente que causa
neumonia en humanos; C. psittaci patdgeno de aves; C. pecorum patdégeno de
ovinos y bovinos; C. abortus patdgeno de rumiantes; C. caviae patdégeno de

cerdos y C. felis patégeno de gatos. (figura 1).
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Figura 1. Clasificacion taxondémica de las clamidias.

Por otro lado Chlamydia trachomatis presenta 19 serotipos caracterizados

por el tipo de infeccion que producen (Tabla 2

)(8,10,11,17-25)



TABLA 2. ESPECTRO CLINICO DE LAS INFECCIONES POR Chlamydia

trachomatis

SEROTIPOS HUESPED INFECCION | COMPLICACIONES

Mujer, Varén, Nifios Tracoma Ceguera

Mujer Cervicitis, Uretritis, Proctitis, | Salpingitis, Endometriosis,
Conjuntivitis Embarazo ectépico,
Esterilidad, etc.

Uretritis, Uretritis Epididimitis, Sindrome de
posgonocdcica, Proctitis, Reiter
Conjuntivitis

Lactante Conjuntivitis, Neumonia Tracoma

Lq, Lo, LoaLg Mujer, Varén Linfogranuloma venéreo Obstruccion linfatica

Il.2.a. Ciclo de replicacién

La replicacion de C. trachomatis se lleva a cabo a través de un ciclo de
crecimiento Gnico (figura 2), el ciclo comienza con la union del CE a las
microvellosidades de las células de las diferentes mucosas (vaginal, respiratoria o
conjuntival), una vez que penetra C. trachomatis permanece dentro del fagosoma
citoplasmico y permanece en el interior de esta vesicula fagocitica durante todo el
ciclo; de 6-8 horas se reorganizan en CR, los cuales se dividen repetidamente por
fision binaria (durante la fase de replicacion en el fagosoma recibe el nombre de
cuerpo de inclusion [CI] ) en un lapso de 24 horas. A continuacion, los CR se
reorganizan convirtiéndose en CE y al cabo de 48-72 horas rompen la célula y se

liberan para posteriormente infectar otras células'”.



Figura 2. Ciclo de replicacion de C. trachomatis
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30h

FUENTE: tomado de Woods LM *?

C. trachomatis afecta a los 6rganos genitourinarios y su Unico huésped es
el hombre. El fracaso de controlar la infeccion de esta bacteria es debido a que en
muchos de los casos esta lleva un curso asintoméatico lo que provoca infertilidad
como consecuencia de las secuelas cronicas que produce esta bacteria. El estado
de portador en hombres y mujeres al prolongarse aumenta el potencial para la
transmision; hombres con infecciones en la uretra y recto por este microorganismo
no muestran sintomas de infeccion por lo que se convierten en una fuente
importante de infeccion y en mujeres la infeccién asintomética en la uretra y el
recto puede estar acompafada de una infeccion en el cérvix. Una temprana
identificacion y la aplicacion de un tratamiento adecuado es la mejor manera de

controlar esta infeccion 7.



II.3. Factores de Riesgo

Existe una gran variedad de factores de riesgo que influyen en la infeccién

por C. trachomatis y de otras infecciones de transmisién sexual®?”, algunos de

estos factores son:

La edad de inicio de la vida sexual, a menor edad (menor de 20
afios) mas posibilidad de tener un mayor nimero de compareros
sexuales a lo largo de la vida.

Cambios frecuentes y repetidos de comparfieros sexuales, asi como
algunas practicas sexuales que favorecen el intercambio del
microorganismo.

El sexo comercial, que se encuentra asociado a otros factores de
riesgo como son la migracion, uso de drogas y practicas sexuales
diversas.

La presencia de algunas infecciones que actuen como factores de
riesgo para la aparicion de otras, por ejemplo: la gonorrea puede
reactivar la infeccion por C. trachomatis, esta a su vez favorece la
infeccion con el virus del papiloma humano e incrementa la
susceptibilidad a infecciones bacterianas.

La falta de medidas preventivas como el empleo del cond6n y de
anticonceptivos.

El ambiente humedo y caliente puede facilitar la infeccion; los climas
tropicales y subtropicales son favorables a la propagacion de la
infeccion.

Otro de los factores que pueden contribuir en adquirir esta infeccion
son los malos habitos higiénicos, asi como, la no precaucion del
personal que atiende a los pacientes en los hospitales y clinicas

(médicos, laboratoristas, enfermeras).

II.4. Diagnostico



Uno de los principales problemas para evidenciar las implicaciones que
tiene C. trachomatis en las diversas patologias, son las pruebas de deteccién y la
expresion de la enfermedad que en la mayoria de los casos es asintomatica. Las
infecciones genitales causadas por esta bacteria deben diferenciarse de la
infeccién por N. gonorrhoeae y otras infecciones purulentas, porque los farmacos
de eleccion son diferentes para cada enfermedad; debido a lo anterior se han
desarrollado cierto nimero de pruebas de deteccién)®®?? (Tabla 3).

Dado que las clamidias no pueden crecer fuera de las células huésped, el
cultivo celular fue en los afios 70’s y actualmente una de las pruebas mas
utilizadas en los programas de salud publica; sin embargo, la sensibilidad de la
prueba es de 60%-80% Yy su especificidad de 90%-95%. Aunque, el aislamiento de
este patégeno en cultivo celular con células de Mc Coy tratadas con cicloheximida
produce un numero elevado de cuerpos de inclusién, se conocen algunos
problemas que pueden modificar los resultados, como es la contaminacion
bacteriana que es consecuencia de un mal manejo del cultivo celular, el tipo de
muestra y el tipo de laboratorio el cual debera contar con las condiciones de
equipo y reactivos necesarios para el cultivo celular®®,

En los afios 80’'s, se desarrollaron cierto nimero de pruebas para la
deteccion de antigenos de C. trachomatis, incluyendo la demostracion
microscopica del microorganismo. La prueba de microinmunofluorescencia
(MIF), es otra de las técnicas utilizada en los laboratorios, su sensibilidad es del
85%-90% vy la especificidad del 90%-95%. La prueba de MIF se basa en la
deteccion de anticuerpos IgG o IgM contra cuerpos elementales (CE) de C.
trachomatis, para ello se emplean anticuerpos monoclonales marcados con
fluoresceina. Se debe de tener presente que en las pruebas de diagndstico por
serologia existe la posibilidad de la presencia de anticuerpos de reaccion cruzada
contra microorganismos tales como C. pneumoniae, C. psittaci, Salmonella,
Acinetobacter y Bartonella. Este ultimo presenta un interés particular en la

posibilidad de casos de infeccion con Bartonella en individuos que presentan
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endocarditis, en donde se reconoce un diagndéstico erroneo por infeccion de
Chlamydia o viceversa®®3°3%,

En la década de los 90’s las pruebas de amplificacion de acidos nucleicos
se convirtieron en el uso clinico de rutina para programas de prevencion de salud
publica; existen tres caracteristicas importantes de estas pruebas: (1) su alta
sensibilidad; (2) la capacidad de utilizar diferentes tipos de muestras como orina,
muestras uretrales, semen, etc. y (3) capacidad para detectar simultAaneamente
diferentes patdgenos; algunas de estas pruebas son: la prueba de hibridacién en
fase liquida (PACE-2), la cual se basa en el reconocimiento del RNA ribosomal de
C. trachomatis mediante una sonda de DNA marcada con éster de acridina. La
sensibilidad de la prueba es de un 70% al 95%, mientras que la especificidad es
del 90% al 100%®°%233)_ Otra prueba es la reaccién en cadena de la polimerasa
(PCR) que permite amplificar de manera exponencial fragmentos definidos de
DNA, mediante iniciadores de DNA sintéticos (oligonucleoétidos o iniciadores) que
reconocen una secuencia conservada de la bacteria mediante una serie de ciclos
repetitivos de desnaturalizacion del DNA, alineamiento de las cadenas
(oligonucledtidos con respecto al DNA blanco) y extension. La sensibilidad y
especificidad de esta prueba se ha reportado en un 100% respectivamente; sin
embargo, puede contaminarse facilmente y la prueba puede causar falsos

DOSitivos(M'19,30,34-36).
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TABLA 3. PRUEBAS DIAGNOSTICAS DE LAS INFECCIONES POR Chlamydia trachomatis

INFECCION

SIGNOS / SINTOMAS SUGESTIVOS

MUESTRAS

PRUEBAS PARA EL DIAGNOSTICO

Esputo, Faringe, Ojo, Recto,
Suero

VARONES
Uretritis no gonocécica Secrecién, disuria Uretral, Orina Tincién de GRAM, Cultivo uretral, PCR,
LCR, EGO
Epididimitis Hinchazon, Dolor e hipersensibilidad intraescrotal Uretral, Orina Tinciéon de GRAM, Cultivo uretral, PCR,
unilateral (testicular), fiebre, inflamacion epididimaria LCR
unilateral
MUJERES
Cervicitis Secrecion cervical mucopurulenta, hemorragia y edema Cervical, Orina Tincion de GRAM, Cultivo cervical,
de la zona cervical PCR, LCR
Salpingitis Dolor abdominal bajo, dolor cervical con la movilizacién, Cervical, Orina Cultivo cervical, PCR, LCR, Proteina C
dolor con la palpacién en anexos reactiva
Uretritis Disuria, cervicitis mucopurulenta, piuria estéril, urocultivo Cervical, Uretral, Orina Tincién de GRAM, Cultivo cervical o
sistematico estéril uretral PCR, LCR
AMBOS
SEXOS
Proctitis Dolor, secrecion y hemorragia rectal; antecedentes de Rectal, Suero Tincion de GRAM, Cultivo rectal,
relaciones sexuales anorectales Inmunofluorescencia
Sindrome de Reiter Uretritis no gonocdcica, artritis, conjuntivitis, lesiones Uretral Tincién de GRAM, Cultivo uretral
mucocutaneas
LGV Adenopatia regional, lesién primaria, proctitis, sintomas Ganglio linfatico, Recto, Fijacién de complemento,
generales Uretral o Cuello uterino, Suero Inmunofluorescencia
RECIEN
NACIDOS
Conjuntivitis Secrecién conjuntival purulenta de 6-8 dias del Conjuntiva Tincién de GRAM, Cultivo conjuntival,
alumbramiento Tincién de Giemsa
Neumonia Apirexia, tos entrecortada

Cultivo (Esputo, Faringe, Ojo, Recto),
Inmunofluorescencia

LGV= Linfogranuloma venéreo; PCR= Reaccién en Cadena de la Polimerasa; LCR= Reaccién en Cadena de la Ligasa; EGO= Examen General de Orina.
Fuente: tomado de Stamm EW®, Dyck EV®®




[ll. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

Chlamydia trachomatis es causante de infecciones de transmision sexual
tanto en varones como en mujeres y esto representa un problema de salud a nivel
mundial; y por lo tanto, la prevalencia es diversa dependiendo de la poblacién bajo
estudio y de la técnica de diagndstico empleada. En México no existen datos
reales de la frecuencia de infeccibn por este microorganismo en poblacion
masculina, debido principalmente a que los métodos empleados de diagndstico
son de baja sensibilidad y al tipo de muestra utilizada. Debido a lo anterior es
necesario conocer la frecuencia de la infeccion en varones que acuden a una
clinica de reproduccién asistida con métodos mas sensibles como es la técnica de

reaccion en cadena de la polimerasa PCR.
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V. OBJETIVO GENERAL

Evidenciar la presencia de Chlamydia trachomatis mediante la técnica de

reaccion en cadena de la polimerasa en muestras uretrales masculinas que fueron

negativas por la técnica de hibridacion en fase liquida

0

X/
L X4

X/
L X4

IV.1. OBJETIVOS PARTICULARES

Determinar el valor promedio de las Unidades Relativas de Luz (URL) de
las muestras uretrales masculinas negativas por la técnica de hibridacion en

fase liquida

Conocer la frecuencia real de infecciébn por Chlamydia trachomatis en
muestras uretrales masculinas empleando la técnica de reaccion en cadena

de la polimerasa

Correlacionar los niveles de las URL con los resultados obtenidos en la

prueba de reaccion en cadena de la polimerasa

Determinar el titulo de anticuerpos anti-C. trachomatis mediante la técnica
de microinmunofluorescencia (MIF) y compararlo con los resultados de la

técnica de reaccion en cadena de la polimerasa (PCR)

Conocer los factores de riesgo de los varones infectados por C.

trachomatis con respecto a los no infectados por esta bacteria
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V. HIPOTESIS

Ha: La reaccién en cadena de la polimerasa es una técnica capaz de
detectar a C. trachomatis en muestras donde han sido negativas por la técnica de

hibridacién en fase liquida

Ho: La reaccion en cadena de la polimerasa no es una técnica capaz de
detectar a C. trachomatis en muestras donde han sido negativas por la técnicas

de hibridacion en fase liquida.

Ha: El valor de corte de las URL mediante la técnica de hibridacion en fase
liquida para detectar a C. trachomatis no es el resultado mas adecuado para

determinar su presencia
Ho: El valor de corte de las URL mediante la técnica de hibridacion en fase
liquida para detectar a C. trachomatis es el resultado mas adecuado para

determinar su presencia

Ha: Existen factores de riesgo que afectan a los varones infectados por C.
trachomatis y los no infectados por esta bacteria

Ho: No existen factores de riesgo que afectan a los varones infectados por

C. trachomatis y los no infectados por esta bacteria

Ha: Los anticuerpos anti-C. trachomatis son indicativos de que existe una

infeccién activa por C. trachomatis

Ho: Los anticuerpos anti-C. trachomatis no son indicativos de que existe

una infeccion activa por C. trachomatis
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VI. DISENO EXPERIMENTAL

VI.1. POBLACION DE ESTUDIO.

Se estudiaron 50 muestras uretrales y 50 sueros de varones cuyas parejas

sexuales asistieron a la clinica de reproduccion asistida del Instituto Nacional de

Perinatologia (INPer).

X/
£ X4

X/
£ X4

X/
£ X4

VlI.2.a. CRITERIOS DE INCLUSION

Todos aquellos varones de parejas sexuales que no hayan logrado

embarazo durante un periodo minimo de dos afios

Todos aquellos varones que se les haya realizado el diagnéstico por
hibridacién en fase liquida

Todos aquellos varones que se les extrajo sangre periférica

Todos aquellos varones que no estén recibiendo antibidticos,

inmunosupresores o antidepresivos

VI.2.b. CRITERIOS DE EXCLUSION

Todos aquellos varones a los cuales no se les realizd el diagnéstico por

hibridacién en fase liquida
Todos aquellos varones a los cuales no se les extrajo sangre periférica

Todos aquellos varones que estén recibiendo algun antibiotico,

inmunosupresor o antidepresivo
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VI.3.a. VARIABLE INDEPENDIENTE:

>

Técnica de Hibridacion en Fase Liquida (PACE-2)

o
A5

>

X/
*

% Técnica de Reaccion en Cadena de la Polimerasa (PCR)

% Técnica de Microinmunofluorescencia (MIF)

VI1.3.b. VARIABLE DEPENDIENTE:

%

%

Muestras uretrales y sueros de individuos sin signos o sintomas de proctitis

y uretritis no gonocadccica
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VII. MATERIALES Y METODOS

VII.1. DETECCION DE Chlamydia trachomatis MEDIANTE LA TECNICA DE
HIBRIDACION EN FASE LIQUIDA (HFL)

MATERIAL Y EQUIPO DE LABORATORIO

% Equipo para el diagndstico de Chlamydia trachomatis (PACE-2 Gen-
Probe, San Diego CA, USA)

+» Tubos de reaccion de poliestireno

% Micropipetas de 100 uL

% Micropipetas de repeticion de 100-1000 pL

% Puntas de 100-1000 uL

+ Guantes de latex

+ Tarjetas autoadheribles

% Cronoémetro

% Termometro

+ Papel absorbente y gasa estéril

+ Gradilla y base de separacion magnética

% Bafo Maria a 60° C

% Mezclador vortex

+ Lumindémetro (Leader |, Gen-Probe)

Fundamento

La técnica se basa en el reconocimiento de una secuencia genética del
RNA ribosomal 16S de C. trachomatis mediante una sonda de DNA marcada con
ester de acridina (secuencia conservada) formando de esta manera un hibrido
DNA: RNA, el cual se detecta en un luminbmetro como unidades relativas de luz
(URL).

Procedimiento

Las muestras uretrales masculinas contenidas en tubos con medio de

transporte, se incubaron a 60° C durante 10 min y se agitaron en vortex 5 seg. Los
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tubos de poliestireno se colocaron en una gradilla especial y a cada tubo se le
agregaron 100 pL de la muestra uretral, incluyendo tres controles negativos y un
control positivo; enseguida, a cada tubo se le adicioné 100 yL de la sonda de DNA
marcada con éster de acridina; los tubos se cubrieron, se agitaron y se incubaron
a 60° C durante 1 h; después de la incubacion, a cada tubo se le adiciond 1 mL de
solucion de separacion; nuevamente se cubrieron, agitaron e incubaron a 60° C
durante 10 min; terminando la incubacion la gradilla conteniendo los tubos se
colocd sobre una base magnética durante 5 min a temperatura ambiente vy
mediante inversidn se decantd el sobrenadante (antes de revertir los tubos se
colocaron por 5 seg en papel absorbente). Sin quitar la gradilla de la base, los
tubos se llenaron con solucion de lavado y se incubaron 20 min a temperatura
ambiente; terminado el tiempo de incubacién se decanté el sobrenadante. La
gradilla se separé de la base magnética y los botones del sedimento se
resuspendieron. La base de los tubos se limpiaron con una gasa humeda y cada
tubo se insertd en el lumindmetro en el siguiente orden: controles negativos,
control positivo y muestras (figura 3 y 4). Los resultados se calcularon con base en
la diferencia entre los controles negativos y el control positivo. Las muestras se

consideraron:

+» Positivas, cuando los valores de las URL fueron = 439

*

% Negativas, cuando los valores de las URL fueron < 439
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EXUDADO URETRAL EN MEDIO DE
TRANSPORTE

INCUBAR 10 min a 60° C

ADICIONAR 100 L DE CADA MUESTRA'Y
DE LOS CONTROLES + 100 uL DE SONDA
DE DNA A TUBOS DE POLIESTILENO

l AGITAR

INCUBAR 60° C POR 1 h

ADICIONAR 1 mL DE LA SOLUCION DE SEPARACION
AGITAR

INCUBAR 60° C POR 10 min

v

COLOCAR LOS TUBOS EN UNA BASE MAGNETICA DURANTE
5 min y DECANTAR

A

ADICIONAR SOLUCION DE LAVADO E INCUBAR POR 20 min A
TEMPERATURA AMBIENTE, DECANTAR y RESUSPENDER

i

LEER EN EL LUMINOMETRO
LECTURA EN UNIDADES RELATIVAS DE LUZ

l

INTERPRETACION DE RESULTADOS

Figura 3: Diagrama de flujo. Diagnostico de C. trachomatis mediante la técnica

de hibridacion en fase liquida (HFL)
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NV, |
100 u L p
MUESTRA URETRAL  INCUBARA . |
MASCULINA 60°C/ 10 min £ CADA MUESTRA
100 IJ LDE
CUBRIR
SONDA DE DNA
g LAVAR CON PBS Y AGITAR
6 YSECAR A
TEMPERATURA
AMBIENTE
CUBRIR e~ © 3
Y AGITAR N =
1mL ‘?E ‘
SOLUCION DE
INCUBAR A
SEPARACION 60°C/ 1h
INCUBAR A
60°C/ 10 min
COLOCAR LA S T =
O ey & e -’ AN DECANTAR Y RESUSPENDER
Y DECANTAR ‘ \ EL SEDIMENTO
AGREGAR SOLUCIONDE
LAVADO E INCUBAR A
TEMPERATURA AMBIENTE
POR 20 min

LEER EN EL
LUMINOMETRO

Figura 4. Deteccion de C. trachomatis mediante la técnica de hibridacion en fase
liquida (PACE-2).
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VII.2. EXTRACCION Y PURIFICACION DE DNA

MATERIAL Y EQUIPO DE LABORATORIO

+»» Tubos Eppendorf de 2 mL

% Micropipetas de 0.5-10 pL, 10-100 pL y 100-1000 L
% Puntas de 0.5-10 pL, 10-100 pL y 100-1000 L
s Gradilla

% Tubos para PCR de 200 pL

% Guantes de latex

% Cronoémetro

% Agitador automatico

+ Bafio Mariaa 55° C

% Microcentrifiga refrigerada (Eppendorf 5417R)
% Mezclador vortex

% Termociclador (PCT-100, MJ Research, Inc)
« Camara para electroforesis (Fotodyne, Inc)

« Analizador de geles (Multimage light Cabinet. Alpha Innotech Co.)

Procedimiento

En tubos Eppendorf de 2 mL se adicionaron 100 uL de cada muestra uretral
masculina y 400 uL de solucion de lisis (ver apéndice), se agitaron 1 min y se
incubaron a 55° C por 1 h (los tubos se agitaron cada 15 min por inversién);
terminando la incubacién, a cada tubo se le agregaron 200 yL de fenol ( ver
apéndice) y 200 pL de cloroformo (1:1) (ver apéndice), se agitaron por 1 min y se
centrifugaron a 3,000 rpm durante 10 min a temperatura ambiente. En tubos
Eppendorf nuevos de 2 mL se transfirid la capa superior y a cada tubo se le
agregé 400 puL de cloroformo; después se agitaron durante 10 min y se
centrifugaron a 3,000 rom por 10 min a temperatura ambiente. Nuevamente en

tubos Eppendorf de 2 mL se transfirio la capa superior y a cada tubo se le
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adicionaron 30 uL de cloruro de sodio 1 M y 1,000 uL de etanol absoluto (-20° C),
se mezclaron por inversion y centrifugaron a 12,500 rpm durante 15 min a 4° C; el
sobrenadante se decantd y se les realizaron dos lavados con etanol al 75%. El
boton de DNA de cada tubo se dejo secar y se resuspendieron en 100 pyL de
solucion reguladora Tris-EDTA (TE) (ver apéndice). Finalmente a cada muestra se
les verifico la integridad del DNA en gel de agarosa al 0.8% en solucion reguladora
Tris-Borato (TBE) (ver apendice), el cual se reveld con bromuro de etidio al 1% vy

utilizando un analizador de geles se visualizo la integridad del DNA (figura 5y 6).

VII.3. DETECCION DE Chlamydia trachomatis MEDIANTE LA TECNICA DE
REACCION EN CADENA DE LA POLIMERASA (PCR)

La reaccion se llevo a cabo en 50 uL de volumen final; a cada tubo se
agregaron 22.5 pyL de mezcla (Agua estéril, Oligonucleotidos 20 pM/uL; Cloruro de
magnesio 25 Mm) + 2.5 uL de DNA de la muestra + 25 L de solucidon Master mix
( Buffer 10X 1.5 mM; dNTPs 10 mM; Taq 1.5 U/pL) después los tubos se

colocaron en el termociclador y se llevo a cabo bajo las siguientes condiciones:

95°C 5 min.
95°C 50 segq.
62° C 1 min. |35ciclos
72° C Imin.
72°C 10 min.

Una vez que se llevo a cabo la amplificacion, el amplicon de 129 pares de
bases se verifico en gel de agarosa al 2.5% en solucion reguladora Tris-Borato
(TBE) incluyendo un marcador de tamano molecular en escalera de 50 pares de
bases, se reveld con bromuro de etidio al 1% y en un analizador de geles se

verifico (figura 7); los resultados se anotaron, considerandolas:

++ Positivas cuando se presenta una banda de un producto de 129 pb
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% Negativas cuando no se presenta una banda de un producto de 129
pb

MUESTRAS URETRALES MASCULINAS

v

EXTRACCION y
PURIFICACION DE DNA

|

REACCION EN CADENA DE LA POLIMERASA
(PCR)

REALIZAR LA MEZCLA DE REACCION
EN 50 pL

l

TERMOCICLADOR

|

CORROBORAR EL TAMANO
DEL AMPLICON (129 pb) POR
ELECTROFORESIS

Figura 5: Diagrama de flujo. Deteccién de C. trachomatis mediante la técnica de

reaccion en cadena de la polimerasa (PCR)
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Figura 6: Extraccion y purificacion de DNA.
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DE DNA
'
i
3
AGUA ESTERIL S * e
N
OLIGONUCLEOTIDOS (N K’ SOL;IE%?‘!\&
CLORURO DEMAGNESIO M MAS

-

TERMOCICLADOR

95°C  5min.
95°C 50 seg.

62'C 1'min. } 35 CICLOS
72°C 1 min.

72°C 10 min.
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-
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CON TBE
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DE ETIDIO N
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Figura 7: Técnica de reaccion en cadena de la polimerasa (PCR).
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VIl.4. DETECCION DE ANTICUERPOS ANTI-C. trachomatis MEDIANTE LA
TECNICA DE MICROINMUNOFLUORESCENCIA (MIF)

MATERIAL Y EQUIPO DE LABORATORIO

% Laminillas con cuerpos elementales de Chlamydophila pneumoniae,
Chlamydia trachomatis y Chlamydophila psittaci

¢ Microplacas de poliestireno de 96 pozos

¢ Micropipetas de 0.5-10 uL, 10-100 pL

% Puntas de 0.5-10 pL, 10-100 pL

% Crondmetro

« Cubreobjetos

«» Papel absorbente

« Camara humeda

¢+ Microscopio de Inmunofluorescencia

Fundamento.
Esta técnica se basa en la deteccién de anticuerpos IgG contra cuerpos
elementales (CE) de C. pneumoniae, C. trachomatis y C. psittaci mediante el

empled de anticuerpos monoclonales anti- IgG humano fluoresceinados.

Procedimiento

Se emplearon laminillas divididas en 12 pozos, cada una de las muestras
de suero se les realizaron diluciones seriadas desde 1:8 hasta 1:64. A cada pozo
(contienen células infectadas con Chlamydia) se les adicionaron 10 yL de los
sueros diluidos, incluyendo controles positivo y negativo; las laminillas se
incubaron en camara humeda a 37° C por 40 min, posteriormente se lavaron con
solucion reguladora de fosfatos (PBS) (ver apéndice) y se secaron a temperatura
ambiente; después a cada pozo se les agregé 10 pL de conjugado anti-lgG
humano fluoresceinado; nuevamente las laminillas se incubaron en camara

hameda a 37° C por 30 min, se lavaron con PBS y se dejaron secar a temperatura
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ambiente. Finalmente a cada laminilla se les adicioné liquido de montaje y se les
colocé el cubreobjetos. Las laminillas se observaron en el microscopio de

inmunofluorescencia (figura 8 y 9) y los resultados se consideraron como:

«» Positivas si se observaron CE tenidos de color verde fluorescente
a un titulo 2 1:32
% Negativo si no se observaron CE tefiidos de color verde fluorescente

a un titulo < 1:32
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REALIZAR DILUCIONES SERIADAS DE LOS SUEROS
DESDE 1:8 A 1:64

ADICIONAR 10 yL DE SUERO DILUIDO +
CONTROLES A CADA POZO DE LAS LAMINILLAS

'

INCUBAR A 37° C POR 40 min EN CAMARA HUMEDA

LAVAR LAS LAMINILLAS CON PBS y SECAR A TEMPERTURA AMBIENTE

ADICIONAR 10 uL DE LOS ANTICUERPOS ANTI-IgG
HUMANO FLUORESCEINADOS

INCUBAR A 37° C POR 30 min EN CAMARA HUMEDA

LAVAR NUEVAMENTE CON PBS y SECAR A
TEMPERATURA AMBIENTE

v

ADICIONAR EL LIQUIDO DE MONTAJE Y
LEER POR INMUNOFLUORESCENCIA

Figura 8: Diagrama de flujo. Deteccién de anticuerpos anti-C. trachomatis

mediante la técnica de microinmunofluorescencia (MIF).
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CAMARA HUMEDA

E INCUBAR A
37°C/ 4 min
10 I‘I L
DILUCIONES 1: 8
HASTA 1: 64 SUERO DILUIDO
+ CONTROLES ( -+)
LAVAR CON PBS
YSECARA
TEMPERATURA
AMBIENTE

LAVAR CON PBS )
Y SECAR A CAMARA HUMEDA
TEMPERATURA E INCUBAR
AMBIENTE A 37°C/30 min
wIJ L
DEL CONJUGADO
ANTI - IgG)

MICROSCOPIO DE
INMUNOFLUORESCENCIA

Figura 9: Deteccion de anticuerpos anti-C. trachomatis mediante la técnica de

microinmunofluorescencia (MIF).
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VIII. DISENO ESTADISTICO

Los resultados obtenidos fueron sometidos a un analisis estadistico
empleando el Teorema de Bayes, el cual nos permitié calcular la sensibilidad, la
especificidad, el valor predictivo positivo y el valor predictivo negativo, asi como la

prevalencia de la enfermedad y valorar la utilidad clinica de la prueba diagndstica.

TABLA DE CONTINGENCIA ESTADISTICA (TEOREMA DE BAYES)

PRUEBA DE REFERENCIA
PRUEBA DE
DIAGNOSTICO ENFERMEDAD SANOS TOTAL
POSITIVO A B A+B
NEGATIVO C D C+D
TOTAL A+C B+D A+B+C+D

A= Numero de casos verdaderos positivos C= Numero de casos falsos negativos

B= Numero de casos falsos positivos D= Numero de casos verdaderos

negativos

FORMULAS ESTADISTICAS

SENSIBILIDAD S=A/A+C

ESPECIFICIDAD E=D/B+D

VALOR PREDICTIVO POSITIVO VPP=A/A+B
VALOR PREDICTIVO NEGATIVO VPN=D/C+D
PREVALENCIA= A+C / A+B+C+D

Asi mismo para determinar los factores de riesgo asociado a una infeccion
positiva a C trachomatis se realizaron las pruebas de Ji cuadrada (X?) y riesgo
relativo en un intervalo de confianza del 95%, estas se consideraron significativas

cuando la prueba fue menor a 0.05.
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IX. RESULTADOS

IX.1. Evaluacién de muestras uretrales masculinas por PACE-2 y PCR

En la figura 10 se observa la distribucion de las URL que se obtuvieron de
cada una de las 50 muestras, en ningun caso los valores se aproximaron al valor
de corte de 439 URL. El valor promedio en Unidades Relativas de Luz (URL) de
las 50 muestras uretrales masculinas fue 99.34, (con una desviacion estandar de
34.94) este valor se consider6 como muestra negativa a la infeccion por C.
trachomatis mediante la técnica de hibridacién en fase liquida (HFL). El analisis
de las 50 muestras mediante la prueba de PCR se muestra en la figura 11, en
donde 21 muestras fueron positivas por esta técnica; el valor medio de URL en

estas muestras fue de 87.85 y una desviacion estandar de 33.10.
URL
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FIGURA 10. Distribucion de las Unidades Relativas de Luz de las muestras

uretrales masculinas analizadas por la técnica de Hibridacion en Fase Liquida
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FIGURA 11: Valores en URL con respecto a las muestras positivas por PCR.

Muestras positivas por la técnica de PCR (X) y muestras negativas por la
técnica de PCR (o)

IX.2. Deteccidén de C. trachomatis por PCR
La integridad del DNA de las 50 muestras uretrales se muestra en la figura
12. En la figura 13 se observa la presencia del amplicon de 129 pb que es

caracteristico de C. trachomatis el cual fue obtenido mediante la técnica de PCR.
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FIGURA 12. Integridad del DNA de muestras uretrales FIGURA 13. Deteccién de C. trachomatis, en muestras

masculinas; empleando gel de agarosa al 0.8%. uretrales por la técnica de PCR. En 1 y 5 se muestran los
controles (-) y (+) respectivamente. En 2, 3 y 4 muestras
problema y 6 es el marcador de tamafio molecular (MTM
50 pb).

IX.3. Deteccidén de anticuerpos IgG contra C. trachomatis

También se analizé la presencia de anticuerpos IgG séricos anti-C.
trachomatis mediante la técnica de microinmunofluorescencia (MIF) (figura 14,15
y tabla 4). En la figura 14 se observa la fluorescencia de algunos cuerpos
elementales de C. trachomatis de una muestra negativa por la técnica de MIF. La
presencia de abundantes cuerpos elementales de C. trachomatis de una muestra

positiva obtenida mediante la técnica de MIF se muestra en la figura 15.

FIGURA. 14. Deteccion de C. trachomatis, empleando FIGURA 15. Deteccién de C. trachomatis empleando muestras

muestras de suero negativos por la técnica de MIF. de suero positivos por la técnica de MIF.
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IX.4. Resultados de los diferentes métodos de diagnéstico
De las 50 muestras uretrales masculinas que fueron negativas para la

técnica de HFL, 21 fueron positivas para PCR y de estas, 20 fueron positivas para
la técnica de MIF (tabla 4).

TABLA 4. NUMERO DE MUESTRAS POSITIVAS POR LOS DIFERENTES
METODOS DE DIAGNOSTICO

| | e ] e

POSITIVOS

NEGATIVOS

HFL= hibridacion en fase quuida; PCR= reaccién en cadena de la polimerasa; MIF= microinmunofluorescencia.

Mediante el teorema de Bayes se calculé la sensibilidad, especificidad,
valor predictivo positivo (VPP), valor predictivo negativo (VPN) y la prevalencia de

las técnicas de HFL Y MIF con respecto a la prueba de PCR.
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IX.5. Evaluacion de la sensibilidad y especificidad de la técnica de

hibridacién en fase liquida con respecto a la técnica de reaccién en

cadena de la polimerasa

De las 21 muestras positivas por PCR, 17 fueron mayores a 55 URL de la

prueba de HFL; dando una sensibilidad de 80%. De las 29 muestras negativas por

PCR, 2 fueron menores de 55 URL para la prueba de HFL lo que dio una

especificidad del 6%. De las 44 muestras mayores de 55 URL por HFL, 17 lo

fueron para PCR dando un valor predictivo positivo de 38% y de las 6 muestras

menores de 55 URL por HFL, 2 fueron negativas para PCR, dando un valor

predictivo negativo de 33%; Ademas de tener una prevalencia del 42% (Tabla 5)

TABLA 5. SENSIBILIDAD Y ESPECIFICIDAD DE LA TECNICA DE

HIBRIDACION EN FASE LIQUIDA PARA EL DIAGNOSTICO DE LA INFECCION

POR C. trachomatis

PCR
HFL
POSITIVO | NEGATIVO | TOTAL
(URL)
255 17 27 44
<55 4 2 6
TOTAL 21 29 50

PCR: reaccién en cadena de la polimerasa; HFL: hibridacion en fase liquida ; URL: unidades relativas de luz.

SENSIBILIDAD= 80%
ESPECIFICIDAD= 6%
V P P=38%
V P N=33%
PREVALENCIA= 42%
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IX.6. Evaluacion de la sensibilidad y especificidad de la técnica de

microinmunofluorescencia con respecto a la técnica de reaccién en

cadena de la polimerasa

Por la técnica de MIF se observd que de las 21 muestras positivas por

PCR, 18 lo fueron para la prueba de MIF lo que dio una sensibilidad del 85%.De

las 29 muestras negativas por PCR, 27 fueron negativas para la prueba de MIF

dando una especificidad del 93%. De las 20 muestras positivas por MIF, 18 lo

fueron para PCR dando un valor predictivo positivo de 90% y de las 30 muestras

negativas por MIF, 27 fueron negativas para PCR dando un valor predictivo

negativo de 90% y una prevalencia del 42% (Tabla 6)

TABLA 6. SENSIBILIDAD Y ESPECIFICIDAD DE LA TECNICA DE
MICROINMUNOFLUORESCENCIA PARA EL DIAGNOSTICO DE INFECCION
POR

C. trachomatis

PCR
MIF POSITIVO | NEGATIVO | TOTAL
POSITIVO 18 2 20
NEGATIVO 3 27 30
TOTAL 21 29 50

SENSIBILIDAD= 85%
ESPECIFICIDAD= 93%
VP P=90%

V P N=90%
PREVALENCIA= 42%

PCR: reaccién en cadena de la polimerasa; MIF: microinmunofluorescencia.
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IX.7. Evaluacion de la sensibilidad y especificidad de la técnica de

hibridacion en fase

microinmunofluorescencia

liguida con

respecto a

la técnica de

Finalmente se analiz6 la sensibilidad y especificidad de la técnica de HFL

con respecto a la técnica de MIF, de las 20 muestras positivas por MIF, 16 fueron

mayores a 55 URL para la prueba de HFL, dando una sensibilidad de 80%. De las

30 muestras negativas por MIF, 2 fueron menores de 55 URL para la prueba de

HFL lo que da una especificidad de 6%. De las 44 muestras mayores a 55 URL

por HFL 16 lo fueron para MIF dando un valor predictivo positivo de 36 % y de las

6 muestras menores de 55 URL por HFL, 2 fueron negativas para MIF, dando un

valor predictivo negativo de 33%, con una prevalencia de 40% (Tabla 7)

TABLA 7. SENSIBILIDAD Y ESPECIFICIDAD DE LA TECNICA DE
HIBRIDACION EN FASE LIQUIDA PARA EL DIAGNOSTICO DE INFECCION

POR C. trachomatis CON RESPECTO A LA TECNICA DE

MICROINMUNOFLUORESCENCIA

MIF
HFL
POSITIVO | NEGATIVO | TOTAL
(URL)
> 55 16 28 44
<55 4 2 6
TOTAL 20 30 50

SENSIBILIDAD= 80%
ESPECIFICIDAD= 6%
V P P=36%
V P N=33%
PREVALENCIA= 40%

MIF: microinmunofluorescencia; HFL: hibridacion en fase liquida; URL: unidades relativas de luz.
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IX.8. Factores de riesgo asociados a la infeccion por C. trachomatis

Se realizo el analisis estadistico X? y tablas de contingencia para establecer
los factores de riesgo asociados a la infeccidén por C. trachomatis. De acuerdo a
los resultados de PCR los pacientes se clasificaron en positivos y negativos a la
infeccion por C. trachomatis.

De los 21 varones que se les diagnostico infeccion por C. trachomatis
mediante PCR (tabla 8), la mayor frecuencia de muestras positivas (18/21) se
encontré que eran varones mayores de 30 anos de edad; 10/21 tuvieron un nivel
de estudios medio y superior (preparatoria y licenciatura) y 17/21 la ocupacion
mas comun fue la de no profesionista (empleado, operador, etc.).

La tabla 9 muestra los valores obtenidos de la espermatobioscopia que se
les realiz6 a los varones que participaron en el estudio. Los varones que
mostraron infecciéon por C. trachomatis no presentaron alteraciones en sus
valores de volumen, densidad, cuenta total, movilidad, viabilidad, formas normales
y presencia de leucocitos, eritrocitos y bacterias; en comparacién con los
individuos negativos a la infeccion por C. trachomatis.

Las anormalidades seminales en los individuos con infeccién (tabla 10) fue
similar a la de individuos sin infeccion; la busqueda de anticuerpos séricos contra
C. trachomatis muestra ser un factor de riesgo significativo ya que 18/21
presentaron estos anticuerpos (RR= 9.0, IC 95% 2.404-33.697; P= 0.001).

Los datos generales de las comparieras sexuales de varones positivos a C.
trachomatis, (tabla 11) mostraron que 17/21 fueron en mayores de 30 afos;
14/21 eran casadas; 18/21 eran catdlicas; 15/21 su ocupacién principal fue el
hogar y 12/21 el grado de escolaridad fue basico (primaria y secundaria). La
mayoria de los individuos infectados procedian de estados diferentes al Distrito
Federal (13/21) mostrando un factor de riesgo significativo (RR= 2.171, IC 95%
1.149-4.104; P=0.009).

Ademas, se analizaron los datos ginecoldgicos de las compafieras sexuales
de los individuos infectados con C. trachomatis (tabla 12), y se observé una

idéntica proporcion entre la infertilidad primaria (10/21) y secundaria (11/21); 13/21

39



tuvieron un tiempo de infertilidad mayor de 6 afios; 16/21 reportaron tener una sola
pareja sexual; 9/21 han tenido mas de una gestacion; 2/21 han tenido mas de un
abortos; 4/21 informaron haber tenido mas de un embarazo ectdpico;18/21 no
tuvieron hijos. El analisis laparoscopico identifico la presencia de Adherencias en
12/21, Endometriosis en 13/21 y Miomas en 5/21 mostrando ser factores de riesgo
significativos. Adherencia (RR= 0.455, IC 95% 0.196-1.061; P= 0.02),
Endometriosis (RR= 1.619; IC 95% 0.956-2.740; P= 0.05) y Miomatosis (RR=
0.356; IC 95% 0.240-0.527; P= 0.009).

Por ultimo se revisaron los datos microbiolégicos de las muestras
cervicovaginales de las compaferas sexuales cuyos varones se les diagnostico
infeccion por C. trachomatis (tabla 13), la busqueda de G. vaginalis, C. albicans
y C. trachomatis mostré6 un numero menor de muestras positivas para los tres

patdgenos analizados.
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DE VARONES QUE SE LES DIAGNOSTICO
C. trachomatis POR PCR.

PCR POSITIVO PCR NEGATIVO
VARIABLES  No.PACIENTES FRECUENCIA % FRECUENCIA % a  R.R(IC95%)
EDAD (ANOS)
<30 7 3 6 4 8 NS 1.024
> 30 43 18 36 25 50 (0.406-2.582)
ESCOLARIDAD
MEDIA Y SUPERIOR 24 10 20 14 28 NS 1.012
BASICA 17 7 14 10 20 (0.483-2.120)
OCUPACION
PROFESIONAL 12 4 8 8 16 NS 0.706
NO PROFESIONAL 36 17 34 19 38 (0.295-1.687)

R.R= Riesgo relativo; NS= No significativo
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TABLA 9. DATOS ESPERMATOBIOSCOPICOS DE VARONES QUE SE LES DIAGNOSTICO
C. trachomatis POR PCR.

PCR POSITIVO PCR NEGATIVO
VARIABLES No. PACIENTES FRECUENCIA % FRECUENCIA % a R.R(IC95%)
VOLUMEN (mL)
> 41 17 34 24 48 NS 1.809
<1 4 3 6 1 2 (0.923-3.544)
*DENSIDAD (X10° /mL)
> 100 22 8 16 14 28 NS 1.435
<100 23 12 24 11 23 (0.729-2.824)
*CUENTA TOTAL (X10°)
> 100 36 16 32 20 40 NS 1.125
<100 4 2 4 2 4 (0.395-3.201)
*MOVILIDAD (%)
> 50 40 18 36 22 44 NS 0.889
<50 5 2 4 3 6 (0.288-2.743)
*VIABILIDAD (%)
> 60 35 17 34 18 36 NS 0.658
<60 10 3 6 7 14 (0.226-1.689)
*FORMAS NORMALES (%)
> 30 40 17 34 23 46 NS 1.412
<30 5 3 6 2 4 (0.634-3.146)
*LEUCOCITOS (XC)
<6 40 17 34 23 46 NS 0.708
>6 5 3 6 2 4 (0.318-1.579)
ERITROCITOS (XC)
<6 36 15 30 21 42 NS 0.750
>6 9 5 10 4 8 (0.372-1.511)
BACTERIAS
PRESENTES 34 16 32 18 36 NS 0.773
AUSENTES 11 4 8 7 14 (0.327-1.825)

Valores espermatobioscépicos normales, fuente: Normas y Procedimientos de Obstreticia y Ginecologia 1998
R.R= Riesgo relativo; NS= No significativo
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TABLA 10. DATOS DE ANORMALIDADES SEMINALES E INFECCIONES EN VARONES CON DIAGNOSTICO DE
C. trachomatis POR PCR.

PCR POSITIVO PCR NEGATIVO

VARIABLES No PACIENTES FRECUENCIA % FRECUENCIA % o R.R (IC95%)
ASTENOZOOSP.
POSITIVO 33 14 28 19 38 NS 1.179
(0.590-2.354)
NEGATIVO 12 6 12 6 12
TERATOZOOSP.
POSITIVO 36 15 30 21 42 NS 1.333
(0.862-2.687)
NEGATIVO 9 5 10 4 8

ANTICUERPOS SERICOS
Anti-C. trachomatis
POSITIVO 20 18 36 2 4 P=0.001 9.0
(2.404-33.697)

NEGATIVO 30 3 6 27 54
EPIDIDIMITIS
POSITIVO 15 6 12 9 18 NS 1.071
(0.517-2.220)
NEGATIVO 35 15 30 20 40
OTROS (VARICOCELE)
CON 14 5 10 9 18 NS 1.244
(0.564-2.748)
SIN 36 16 32 20 40

R.R= Riesgo relativo; NS= No significativo
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TABLA 11. DATOS GENERALES DE LAS COMPANERAS DE LOS VARONES QUE SE LES
DIAGNOSTICO C. trachomatis POR PCR.

PCR POSITIVO PCR NEGATIVO
VARIABLES No. PACIENTES FRECUENCIA % FRECUENCIA % a R.R (1C95%)
EDAD (ANOS)
<30 11 4 8 7 14 NS 0.834
> 30 39 17 34 22 44 (0.353-1.970)
ESTADO CIVIL
UNION LIBRE 10 6 12 4 8 NS 0.707
CASADA 33 14 28 19 38 (0.372-1.346)
RELIGION
CATOLICA 43 18 36 25 50 NS 0.628
OTRAS 3 2 4 1 2 (0.262-1.505)
OCUPACION
PROFESIONAL 9 6 12 3 6 NS 1.733
HOGAR 39 15 30 24 48 (0.943-3.187)
ESCOLARIDAD
MEDIA Y SUPERIOR 20 9 18 11 22 NS 0.975
BASICA 26 12 24 14 28 (0.515-1.845)
PROCEDENCIA
D.F. 25 6 12 19 38 P=0.009 2.171
OTROS ESTADOS 20 13 26 7 14 (1.149-4.104)

R.R= Riesgo relativo; NS= No significativo
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TABLA 12. DATOS GINECOLOGICOS DE LAS COMPANERAS DE LOS VARONES QUE SE LES
DIAGNOSTICO C. trachomatis POR PCR.

PCR POSITIVO PCR NEGATIVO
VARIABLES No. PACIENTES FRECUENCIA % FRECUENCIA % a R.R (1C95%)
TIPO DE INFERTILIDAD
PRIMARIA 24 10 20 14 28 NS 0.985
SECUNDARIA 26 11 22 15 30 (0.513-1.891)
TIEMPO DE INFERTILIDAD (ANOS)
1-6 19 7 14 12 24 NS 0.765
>6 27 13 26 14 28 (0.377-1.552)
PAREJAS SEXUALES
1 31 16 32 15 30 NS 2.237
>2 13 3 6 10 20 (0.784-6.387)
GESTACIONES
0-1 32 12 24 20 40 NS 0.750
>1 18 9 18 9 18 (0.394-1.427)
ABORTOS
0-1 44 19 38 25 50 NS 1.295
>1 6 2 4 4 8 (0.398-4.221)
EMBARAZO ECTOPICO
0-1 43 17 34 26 52 NS 0.692
>1 7 4 8 3 6 (0.330-1.451)
VIVOS
0 41 18 36 23 46 NS 1.317
1 9 3 6 6 12 (0.491-3.533)
SALPINGITIS
POSITIVO 21 9 18 12 24 NS 0.966
NEGATIVO 29 12 24 17 34 (0.501-1.862)
ADHERENCIA
POSITIVO 37 12 24 25 50 P=0.02 0.455
NEGATIVO 13 9 18 4 8 (0.196-1.061)
ENDOMETRIOSIS
POSITIVO 23 13 26 10 20 P=0.05 1.619
NEGATIVO 27 8 16 19 38 (0.956-2.740)
HIPERPLASIA
POSITIVO 2 2 4 0 0 NS 0.396
NEGATIVO 48 19 38 29 58 (0.279-.561)
MIOMATOSIS
POSITIVO 5 5 10 0 0 P=0.009 0.356
NEGATIVO 45 16 32 29 58 (0.240-0.527)

R.R= Riesgo relativo; NS= No significativo
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TABLA 13. DATOS MICROBIOLOGICOS DE MUESTRAS CERVICOVAGINALES DE LAS COMPANERAS
DE LOS VARONES QUE SE LES DIAGNOSTICO C.trachomatis POR PCR.

PCR POSITIVO PCR NEGATIVO
VARIABLES No. PACIENTES FRECUENCIA % FRECUENCIA % a R.R (IC95%)
G. vaginalis
POSITIVO 19 8 16 11 22 NS 0.996
(0.509-1.947)
NEGATIVO 31 13 26 18 36
C. albicans
POSITIVO 10 3 6 7 14 NS 1.500
(0.548-4.105)
NEGATIVO 40 18 36 22 44
C. trachomatis
POSITIVO 6 2 4 4 8 NS 1.295
(0.398-4.221)
NEGATIVO 44 19 38 25 50

R.R= Riesgo relativo; NS= No significativo
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X. DISCUSION DE RESULTADOS

Las infecciones de transmisién sexual constituyen un problema de salud en
México y a nivel mundial; uno de los mas importantes son los producidos por
Chlamydia trachomatis; este tipo de infeccion es de importancia epidemiolégica ya
que al no ser detectada ni tratada oportunamente puede ocasionar multiples patologias
en el humano. En los varones su deteccion es dificil debido a que en la mayoria las
infecciones llevan un curso asintomatico y se convierte en una fuente de infeccién para
sus companeras sexuales. En hombres la uretritis no gonocdccica es la manifestaciéon
clinica mas comun siendo C. trachomatis el patdégeno responsable en la mayoria de
los casos""),

Datos epidemiolégicos en paises como Estados Unidos la infeccion por C.
trachomatis en varones es del 10-20%%%%89 y en paises Europeos se encuentra
reportado de un 3-30%'%". En México la infeccién en varones por esta bacteria tanto
en poblacién abierta como los que asisten a las clinicas de infecciones de transmision
sexual y de infertilidad son totalmente desconocidos, pocos son los estudios que
reportan la frecuencia en varones, un estudio realizado por Valdespino y col™ en
hombres con practicas homosexuales y bisexuales reportaron un porcentaje del 4.3%
en muestras uretrales; y recientemente Cortés y Martinez describen una incidencia del
11.7% en muestras uretrales de pacientes que asistieron a la clinica de Urologia del

"(39) En este estudio se obtuvé una

Hospital General “Dr. Manuel Gea Gonzalez
frecuencia de 42% mediante PCR en muestras uretrales masculinas.

Hoy en dia se estan usando diferentes técnicas y diversas muestras para
diagnosticar la infeccion por este microorganismo por lo que han surgido controversias
acerca de la confiabilidad de estas pruebas. Gonzales GF y col® en una recopilacion de
trabajos describe que el método Gen Probe PACE 2 tiene una especificidad de 70-95%
y una sensibilidad de 95% usando cualquier clase de muestra. Para la técnica de PCR
se tiene una sensibilidad de 90% y una especificidad de 99-100% en orina y muestras
genitourinarias masculinas. Para la técnica de microinmunofluorescencia (MIF) la
sensibilidad es del 80-90% y la especificidad de 98-99%. A pesar de que la prueba de

PACE 2 es aceptada por la FDA, se ha reportado que este método de diagndstico tiene
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una baja sensibilidad hasta del 70%. En este estudio de las 50 muestras analizadas por
la misma técnica todas fueron negativas y se investigé si eran realmente negativas,
para ellos se comparé con la prueba de PCR que ha sido considerada como el método
de diagndstico de mayor sensibilidad y especificidad para la deteccién de una infeccién
por C. trachomatis.

Por otro lado, de las 50 muestras uretrales masculinas analizadas por HFL, se
observo que las unidades relativas de luz (URL) de las muestras que fueron positivas
por PCR mostraron un valor promedio de 88133 el cual es cinco o seis veces menor al
valor de corte para considerar una muestra positiva que es de 439 URL,; este valor bajo
se debe posiblemente al numero pequefio de cuerpos elementales en la muestra que
interfieren en la determinacion; se tomo un valor de corte de 55 unidades relativas de
luz (URL); debido a que es el valor bajo del promedio para verificar que muestras eran
realmente negativas a la infeccidon por el microorganismo y se obtuvd una sensibilidad
de 80% y especificidad de 6% con una prevalencia de 42% con respecto a la prueba de
PCR; sin embargo otros autores como Darwin L. H. y col® de un total de 1,202
muestras uretrales obtuvo 69% de sensibilidad y 98.3% de especificidad utilizando esta
misma técnica. Estas 50 muestras uretrales se analizaron también por la técnica de
reaccion en cadena de la polimera para detectar la presencia de C. trachomatis,
amplificando fragmentos de DNA de este microorganismo y se obtuvd una prevalencia
de 42%, esta prevalencia es muy cercana a la descrita en otros estudios como los

(38

informados por Sugunendran H 'y co ) que de 80 pacientes masculinos que asistieron

a una clinica genitourinaria obtuvieron una prevalencia de 43.8% en muestras uretrales

y de orina por la técnica de PCR; o el reportado por Gdouna R“"

y col, que de 92
varones de parejas infértiles se obtuvd una prevalencia de 35.9% en muestras uretrales
y de semen.

La técnica por PCR y aquellos que usan una técnica de amplificacién de acidos
nucleicos, tienen una alta sensibilidad y especificidad que los otros métodos de
diagndstico.

Tratando de demostrar que los individuos negativos por PACE-2 pero positivos

por PCR realmente eran positivos se realiz6 la prueba de microinmunofluorescencia, los
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resultados mostraron una sensibilidad de 85% y una especificidad de 93%, con una
prevalencia de 42%.

Todavia esta en conflicto si C. trachomatis es el causante de la infertilidad
masculina. Algunos trabajos o estudios sugieren que las infecciones por Chamydia no
contribuyen a la infertilidad masculina; sin embargo, otros estudios encontraron que las
infecciones por esta bacteria estan relacionadas directamente con la infertilidad
masculina, afectando el epididimo, vesicula o préstata®®.

Uno de los factores de riesgo importantes para adquirir una infeccion de
transmision sexual por C. trachomatis es la edad, en adolescentes es mayor el riesgo
por el numero de comparieros sexuales a lo largo de la vida. En este estudio la mayoria
de los individuos infectados por este microorganismo (18/21) fueron mayores de 30

I"® probaron que los

afos; mientras que en otros estudios como el de Marrazo JM y co
hombres asintomaticos menores de 30 afos son mas susceptibles para adquirir la
infeccion; también Rietmeijer CA y col® indicaron que la incidencia de infeccidon mas
alta se encontraba entre jovenes < 25 afios que entre los mayores de 30 afios.

La infeccion por C. trachomatis en el hombre es dificil detectarla por su curso
asintomatico aunque puede ocasionar o no anormalidades seminales®?¥, sin embargo
estas alteraciones pueden ser poco probables. Se ha descrito que los individuos
muestran valores normales o ligeramente alterados en su cuenta total, movilidad y
morfologia de los espermatozoides. Virgil P y col® sugirieron que las alteraciones de
los espermatozoides no contribuyen a la infertilidad masculina, pero si a la transmision
de la infeccidn a sus compaferas sexuales, a los procesos inflamatorios y a la
induccion de la presencia de anticuerpos anti-espermatozoides. Por su parte, Gduora R
y col®® mostraron que C. trachomatis puede afectar los parametros seminales y
contribuir a la infertilidad masculina.

Gonzales GF y col® en una recopilacién de estudios nos dicen que la infeccion
bacteriana puede dar lugar a procesos inflamatorios y se refleja con la aparicion de un
numero creciente de células blancas en el semen y que se asocia al analisis anormal
del semen. En este estudio, los pacientes positivos no presentaron anormalidades
esperméticas(23); de los 20 varones que presentan infeccién por C. trachomatis, 15

mostraron teratozoospermia y 14 astenozoospermia, pero no se observaron
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alteraciones morfolégicas; una infecciéon asintomatico puede ser capaz de inducir una
respuesta inmune en contra de este patdégeno produciendo anticuerpos anti-C.
trachomatis; en este estudio se detectaron 18/21 muestras séricas que presentaron
anticuerpos anti-Chlamydia trachomatis (P<0.001), ademas la presencia de bacterias
y leucocitos sugiere un proceso inflamatorio.

La incidencia de infeccion por C. trachomatis y otros microorganismos en el
mundo, orienta a cada pais a establecer medidas preventivas para el control de las
infecciones de transmision sexual y su tratamiento. En algunos paises, el tratamiento
esta basado en la deteccidon de la infeccion en determinado grupo poblacional, con la
aplicacion de tratamientos en hombres y mujeres. Pero la falta de informacién acerca
de los sintomas, sus consecuencias y el tratamiento adecuado; ademas de influir
factores socioecondmicos, psicologicos y culturales hace que se incremente afio con
afno la incidencia poblacional“'z). En este estudio la mayoria de los individuos infectados
por esta bacteria (13/21) proceden de estados diferentes al Distrito Federal; lo que
sugiere que posiblemente en los Estados de la Republica Mexicana existe poca
informacion acerca de las complicaciones y secuelas causadas por este
microorganismo provocando que aumente el riesgo de infeccién.

El estado de portador del hombre se convierte en una fuente importante de
infeccidn, los espermatozoides pueden funcionar como reservorios y vectores de C.
trachomatis, infectando el Utero y las trompas de Falopio de su compafiera sexual";
por lo que se investigd si las mujeres cuyo compafero sexual fue positivo a C.
trachomatis presentaban alguna alteracion ginecolégica de importancia en
comparacién con las mujeres cuyos compaferos sexuales fueron negativos a este
patdgeno. Se encontré que 13/20 tienen mas de 6 afios de infertilidad, también de que
han presentado embarazo ectépico y que ademas se encontraron alteraciones
ginecologicas en donde la mujer cuyo companero sexual es positivo a C. trachomatis
desarrollaron adherencias (P<0.02), endometriosis (P<0.05) y miomatosis (P<0.009)
que en aquellas mujeres en donde sus parejas son negativos a esta bacteria, esto es
posiblemente por una respuesta inmunoldégica mayor contra este patégeno debido al

constante estimulo antigénico.
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Se ha informado que cuadros repetidos de enfermedad pélvica inflamatoria hay
mayor probabilidad del desarrollo de obstruccion tubarica y adherencias pélvicas lo que

“2) Gonzalez GF y col®, han sefialado que la manifestacion

conduce a la infertilidad
clinica de infecciones genitourinarias agudas y crénicas causadas por C. trachomatis
causa complicaciones importantes como obstruccion tubarica bilateral, embarazo
ectopico e infertilidad; ademas, este microorganismo puede contribuir a las
complicaciones del embarazo con excepcidon del embarazo ectépico como nacimientos
prematuros o mortinatos.

Se ha informado que las mujeres con infeccién por C. trachomatis muestran un
alto porcentaje de coinfeccién por Candida albicans, lo que podria sugerir una
asociacion entre los dos patdgenos. Los estudios al respecto en modelo de raton han
demostrado que la infeccién por C. trachomatis no evita la infeccion por Candida
albicans o viceversa, ademas los porcentajes de linfocitos T CD4+ de los 6rganos
superiores (trompa y utero) e inferiores (vagina) del aparato genitourinario durante una
coinfeccién se ven disminuidos en comparacion con los porcentajes de linfocitos T
CD4+ obtenido de ratonas infectadas exclusivamente con C. trachomatis, lo que
sugiere que Candida albicans puede colonizar y persistir. En este estudio se
encontraron otros patdégenos diferentes a C. trachomatis tales como G. vaginalis, C
albicans involucrados en las compafieras sexuales.

Los resultados obtenidos en este estudio sugieren que ademas de realizar un
diagndstico de infeccion por C. trachomatis a las mujeres que asisten a la clinica de
infertilidad, es necesario realizar un diagndstico de infeccidon por este patdégeno a su
compariero sexual debido a que éste actuaria como reservorio y vector asintomatico,

provocando alteraciones ginecologicas a su compafiera sexual.
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Xl. CONCLUSIONES

Se demostro que la técnica de reaccion en cadena de la polimerasa (PCR),
es capaz de detectar a C. trachomatis en muestras uretrales masculinas que han

sido negativas por una técnica de hibridacion en fase liquida.

La prevalencia de infeccién por C. trachomatis en varones cuyas parejas
sexuales asisten a la clinica de reproduccion asistida (INPer) fue del 42% por la
técnica de PCR.

Existe una significancia estadistica entre la infeccién detectada por PCR y
la presencia de anticuerpos anti- C. trachomatis (P= 0.001).

Existe una significancia estadistica entre la infeccidon por C. trachomatis en
varones y las alteraciones ginecolégicas de las compafieras sexuales, como
adherencias (P= 0.02), endometriosis (P= 0.05) y miomatosis (P= 0.009).

Existe una asociacion estadistica significativa entre la infeccion por C.
trachomatis y en aquellos pacientes que radican fuera del Distrito Federal (P=
0.009).

En este estudio se ha demostrado que la técnica de hibridacion en fase
liquida (HFL) no es la técnica mas adecuada para detectar a C. trachomatis en
muestras uretrales masculinas y el valor de corte de 439 URL, no es el valor
adecuado para determinar la presencia de esta bacteria.
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XII. ANEXO REACTIVOS

1) Equipo comercial GEN-PROBE (PACE 2) para deteccion de Chlamydia trachomatis

utilizando la técnica de hibridacion en fase liquida. El kit contiene los siguientes

reactivos:

e Reactivo liofilizado de DNA marcado con ester de acridina

e Buffer de hibridacion PACE 2

¢ Reactivo se separacion PACE 2
e Solucién de Lavado PACE 2

e Control positivo

e Control negativo PACE 2

2) Solucién de lisis
e Trisbase pH=7.6 10 mM
e EDTA pH=8.0 10 mM
e Cloruro de Sodio 50 mM
e SDS 0.2%
e Proteinasa K 200ug/mL
-Aforar a 100 mL con agua desionizada
-Filtrar en membrana millipore (0.22 pum)

3) Solucién Tris-EDTA (TE)
e Tris-Cl pH=7.6 10 mM
e EDTA pH=8.0 1 mM
-Aforar a 100 mL con agua desionizada

4) Solucién Tris-Borato (TBE)

e Tris base 54 g
e Acido. Borico 2759
e EDTA pH=8.0 0.5M 20 mL

-Aforar a 1000 mL con agua desionizada
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5) Buffer de carga para electroforesis

Azul de bromofenol 0.25%

Sacarosa p/v 40%

-Disolver en 100 mL de agua la sacarosa y en seguida el azul de bromofenol

6) Solucion salina de fosfatos (PBS) 0.1M pH= 7.4 (10X)

Cloruro de sodio 8.0¢g
Fosfato Dibasico de potasio 0.2¢g
Fosfato basico de sodio x 12 H,O 2.9¢g

Cloruro de potasio 0.2g

-Disolver en 100 mL de agua y ajustar a pH= 7.4, aforar a 1000 mL con agua

7) Reactivos para la técnica reaccion en cadena de la polimerasa (PCR)

Buffer 10 X 1.5 mM
DNTPs 10 mM de cada uno
Oligos 20 pM/uL

MgCl, 25 mM

Taq 1.5 U/uL

9) Kit para determinar anticuerpos IgG contra C. trachomatis mediante la técnica de

microinmunofluorescencia (MIF). El kit contiene los siguientes reactivos:

Laminillas con cuerpos elementales de Chlamydophila pneumoniae,
Chlamydia trachomatis y Chlamydophila psittaci.

Diluyente de la muestra (solucion salina de fosfatos pH= 7.4)

Suero control positivo

Suero control negativo

Conjugado FITC anti-lgG humano (cabra)

Fluido de montaje con azul de Evan’s

Cubiertas
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