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RESUMEN

Introduccioén: la infeccién por Chlamydia trachomatis es la enfermedad de trasmisién sexual bacteriana mas comin en el mundo.
Objetivo: determinar la prevalencia de la infeccion por Chlamydia trachomatis en los pacientes que asisten a la Clinica de Especialidades
de la Mujer de la Secretaria de la Defensa Nacional en la Ciudad de México.

Material y método: 98 muestras cervicales; estudio transversal y analitico. Con técnica de PCR se determind la existencia de C. tracho-
matis amplificando un fragmento de ADN del plasmido criptico. Se investigaron las variables médicas de interés y practicas anticonceptivas
en la poblacion de estudio. Se compararon las variables entre las pacientes positivas y negativas a la infeccién por C. trachomatis. Se
utilizaron las pruebas de U de Mann-Whitney y ji al cuadrado con el programa de SigmaStat versién 2.0. Se consideraron estadisticamente
significativos los valores de p <0.001.

Resultados: se detectaron 20 muestras positivas a la infeccion por C. trachomatis de las 98 estudiadas, que implican una prevalencia
de 20.4% del grupo total. Las variables analizadas mostraron una diferencia estadisticamente significativa con respecto a la cantidad de
abortos, que fueron mayores para las pacientes positivas a la infeccion.

Conclusién: la prevalencia encontrada en este estudio indica que la infeccién por C. trachomatis constituye un problema de salud publica
que amerita contar con técnicas de diagnéstico que favorezcan el incremento en la deteccion y tratamiento temprano.
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ABSTRACT

Introduction: Infection with Chlamydia trachomatis is a sexually transmitted bacterial disease most common in the world.

Material and Methods: Determination through the PCR technique the presence of C. trachomatis in 98 cervical samples by amplifying
a fragment of DNA plasmid cryptic. We investigated medical variables of interest and contraceptive methods in the population. Variables
were compared between the positive and negative patients to infection with C. trachomatis using the test of Mann-Whitney U test and Chi
square with the program SigmasStat version 2.0. We considered statistically significant as those values of p <0.001.

Results: 20 samples were found positive for infection with C. trachomatis of the 98 patients studied, indicating a prevalence of 20.4% of the total group.
The variables analyzed showed a statistically significant difference in the number of abortions, which were higher for patients positive for the infection.
Conclusions: The prevalence found in this study suggests that infection with C. trachomatis is an issue of concern in public health, it
requires the count on diagnostic techniques, such as PCR favoring an increase in the detection and early treatment in reducing the spread
of the infection and long-term sequelae, so that justifies his provide detection in a broader way.
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RESUME

Antécédents: linfection a Chlamydia trachomatis est la maladie bactérienne sexuellement transmissibles les plus courantes dans le
monde.

Obijectif: déterminer la prévalence de l'infection & Chlamydia trachomatis chez les patients participant a la clinique spécialisée pour les
femmes de Forces armées dans la ville de Mexico.

Matériel et méthodes: 98 échantillons col de l'utérus, les coupes d’étude et d’analyse. Avec la technique PCR est en C. trachomatis
amplifier un fragment d’ADN du plasmide cryptique. Nous avons étudié des variables d'intérét et de la pratique médicale de contraception
dans la population étudiée. Les variables ont été comparées entre les patients positifs et négatifs a I'infection par le C. trachomatis. Les
tests ont été utilisés U de Mann-Whitney et de chi-deux avec le programme SigmaStat version 2.0. Ont été considérés statistiquement
significative des valeurs-p <0,001.

Résultats: 20 échantillons positifs ont été trouvés d'étre infectés par le C. trachomatis des 98 études, portant une prévalence de 20,4%
du total du groupe. Les variables analysées ont montré une différence statistiquement significative par rapport au montant de I'avortement,
qui ont été plus élevés pour les patients avec des infections.

Conclusions: La prévalence dans cette étude suggere que l'infection a C. trachomatis est un probléme de santé publique qui mérite
d’avoir des techniques de diagnostic qui favorisent I'augmentation de la détection et le traitement précoce.

Mots-clés: Chlamydia trachomatis, PCR, plasmide cryptique, la prévalence.
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RESUMO

Antecedentes: a infec¢éo por Chlamydia trachomatis é a doenca bacteriana sexualmente transmissivel mais comum no mundo.
Objetivo: determinar a prevaléncia da infeccdo por Chlamydia trachomatis em pacientes frequientando o Ambulatério de Especialidades
da Mulher Forces Armadas na Cidade do México.

Materiais e métodos: 98 amostras cervicais, estudo transversal e analitico. Com a técnica PCR é encontrado em C. trachomatis DNA
amplificando um fragmento da criptica plasmidial. Foram investigadas as variaveis de interesse e de pratica médica contracepgdo na
populagdo do estudo. As variaveis foram comparadas entre pacientes positivos e negativos para a infecgdo com C. trachomatis. Foram
usados os testes de Mann-Whitney U e teste qui-quadrado com o programa SigmasStat versédo 2.0. Foram considerados estatisticamente
significativos valores de p <0,001.

Resultados: 20 amostras positivas foram encontrados para ser infectado por C. trachomatis dos 98 estudos, envolvendo uma prevalén-
cia de 20,4% do total do grupo. As variaveis analisadas mostraram uma diferenca estatisticamente significativa em comparacéo com a
quantidade de abortos, que foram maiores para os pacientes com infeccao positiva.

Conclus&o: A prevaléncia encontrada neste estudo sugere que a infecgdo com C. trachomatis constitui um problema de saude publica

que merece ter diagnostico técnicas que promovam o aumento da deteccao e tratamento precoce.
Palavras-chave: Chlamydia trachomatis, PCR, criptica plasmidio, prevaléncia.

hlamydia trachomatis es un parasito intracelular

obligado, que origina la mayor cantidad de infec-

ciones bacterianas de trasmision sexual. En las
mujeres, la infeccidn por esta bacteria produce secuelas
y complicaciones graves, como: enfermedad inflamatoria
pélvica, infertilidad, embarazo ectopico, artritis reactiva
y endocarditis.%? También puede ser causa de abortos
repetidos, rotura prematura de membranas y, debido a la
infeccion genital materna en el recién nacido, bajo peso
y aumento de la mortalidad perinatal; es responsable de
conjuntivitis, cegueray neumonia.® Los estudios recientes
han demostrado que esta bacteria facilita la trasmision del
VIH y del virus del papiloma humano.*® Debido a que los
individuos infectados pueden portar el microorganismo
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durante meses o afios y trasmitir la enfermedad a sus
parejas sexuales, su diagndstico sigue siendo un reto.
Quienes contraen esta infeccion experimentan sintomas
muy leves o son portadores asintomaticos, circunstancias
que pueden retrasar el diagnostico y aumentar el riesgo
de secuelas a largo plazo.

En la actualidad, en todo el mundo, C. trachomatis
es la bacteria mas frecuente en infecciones del aparato
genital. La Organizacion Mundial de la Salud (OMS) re-
porta una prevalencia global de 4.4 a 6.6 %.5 En México
no se conoce con exactitud la prevalencia de la infeccion
genital; algunos reportes sugieren una frecuencia de 4%
en poblacion abierta de mujeres en edad reproductiva,
aparentemente sanas, de colonias suburbanas; de 3 a
18% en pacientes asintomaticas que asisten a la clinica
de Gineco-Obstetricia, de 3 a 40% de las pacientes que
asisten a la clinica de Gineco-Obstetricia y cursan con
leucorrea y sintomas, del 10 a 13.5% en pacientes emba-
razadas, 8% en pacientes con dafio tubérico y 12 a 25%
en trabajadoras sexuales.”®

La variacion tan amplia en la prevalencia se debe,
principalmente, a la metodologia empleada para hacer el
diagnosticoy al tipo de poblacion analizada. En la actualidad,
las técnicas moleculares, como la amplificacion del &cido
desoxirribonucleico (ADN) por la reaccién en cadena de la
polimerasa (PCR) son ensayos relativamente simples que han
demostrado mayor sensibilidad que otros métodos.

El primer reporte de uso de PCR para detectar C.
trachomatis en muestras clinicas aparecio en 1989."
Los estudios se basaron en la amplificacion del plasmido
criptico (PC), que son moléculas de ADN circulares au-
torreplicativas encontradas en todos los serotipos de C.
trachomatis. Estudios recientes de PCR han utilizado para
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amplificacion el plasmido criptico, la proteina principal de
membrana externa (MOMP) y subunidades ribosomales
(rRNA), lo que indica que la PCR tiene una excelente
sensibilidad, incluso algunos han confirmado que es méas
sensible que el cultivo y los métodos inmunolégicos.
Mahony y colaboradores, en 1993, realizaron un estudio
en el que compararon cinco ensayos de PCR, incluidos
dos dirigidos al plasmido, dos al MOMP y uno al rRNA.
Los resultados obtenidos indicaron que la amplificacion
basada en el plasmido fue la mas sensible.'®

En el estudio que aqui se reporta se utilizo la técnica
de PCR para determinar la prevalencia de la infeccion por
C. trachomatis en un grupo de mujeres que acuden a la
consulta de ginecologia en la Clinica de Especialidades de
la Mujer (CEM) de la Secretaria de la Defensa Nacional
(SEDENA).

MATERIAL Y METODO

Poblacion y seleccion de la muestra

A una poblacion abierta de 98 mujeres que acudieron a
la consulta externa de Ginecologia de la SEDENA en la
Ciudad de México, entre julio del 2005 y marzo del 2006
se investigo si tenian C. trachomatis. A cada paciente se
tomd una muestra cervical y se le entreg6 un cuestionario
para responderlo. Las variables estudiadas fueron: edad,
inicio de vida sexual, antecedentes de abortos, dispositivo
intrauterino u otro método anticonceptivo, antecedentes
de vaginitis estudiado por el anélisis de exudado en fres-
co y cantidad de hijos. Se excluyeron las mujeres que
recibieron antibidticos durante las dos semanas previas
al ingreso al estudio.

Deteccion de C. trachomatis mediante PCR

Las muestras para el estudio se tomaron de un exudado
del cuello uterino con un citobrush, que se depositd en
un tubo de plastico de 2 mL con solucién de extraccion
para ADN. La extraccion de éste se realizo con la técnica
descrita por Sambrook y colaboradores.*® La cuantificacion
del material genético se determind en un espectrofotémetro
(GeneQuan pro Amersham Pharmacia).

Para la amplificacion por PCR se utiliz6 un par de oli-
gonucleotidos especificos para la secuencia genética del
PC, descritos por Mahony y colaboradores;'” como control
de integridad del ADN, en todas las muestras se amplifico
un fragmento del gen para la beta globina de humano. Las

secuencias de los oligonuclettidos utilizados se muestran
en el cuadro 1.

Cuadro 1. Secuencias de oligonucleétidos utilizados para la ampli-
ficacion por PCR de C. trachomatis y de beta-globina.

Oligonucleétidos Secuencia

KL1 5-TCCGGAGCGAGTTAC-
Plasmido criptico (PC) GAAGA-3'
KL2 5-AATCAATGCCCGG-
GATTGGT-3’
GH20 5-GAAGAGCCAAGGA-
CAGGTAC-3’
Beta-globina PC04 5-CAACTTCATCCACG-
TTCACC-3’

Laamplificacion se realizé en un volumen final de 25
L que contenia una mezcla de reaccién con: 0.5 U Taq
polimerasa (Invitrogen), 1 uM de cada uno de los oligo-
nucledtidos, 2.5 mM de MgCl,, 0.2 mM de cada uno de
los cuatro dNTPs, buffer para la enzima Taq polimerasa
(Invitrogen), y 100 ng de ADN proveniente de la muestra
aanalizar. Lamezclaquedd contenidaen un termociclador
(Perkin-Elmer GeneAmp. PCR System 9600). Ladesnatu-
ralizacién del ADN ocurri6 a94°C durante cinco minutos,
seguido de 30 ciclos de amplificacién: 94°C, 30 seg, 56°C
30segy 72°C 30 seg. Al término delos ciclos se hizo una
extension final de 72°C durante cinco minutos.

Como control negativo de la PCR se utilizé la misma
mezcla de reaccion sometida a las mismas condiciones,
pero sin ADN blanco y como control positivo se utilizé
ADN purificado de la bacteria C. trachomatis (L2), do-
nada por el Departamento de Bacteriologia Médica de
la Escuela Nacional de Ciencias Biologicas del Instituto
Politécnico Nacional.

Los tamafios de los productos amplificados correspon-
dieron a 241 pb para el PC de C. trachomatis y 268 pb
para el gen de beta globina, que se observaron en geles de
agarosa al 1% tefiidos con bromuro de etidio.

Con el prop6sito de conocer la minima cantidad de
bacterias detectadas mediante PCR, se realizé una curva de
sensibilidad de ADN. Para esto se cuantifico espectrofoto-
métricamente el ADN bacteriano, se realizaron diluciones
seriadas del mismo y se ensayaron las PCR.

Andlisis estadistico
El analisis estadistico para la comparacion de las variables
se efectud con las pruebas de U de Mann-Whitney v ji al
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cuadrado y con el programa de SigmaStat version 2.0. Se
consideraron estadisticamente significativos los valores
con p <0.001

Consideraciones éticas

El estudio fue aprobado por el Comité Institucional de
Investigacion de la CEM de la SEDENA. Se solicitd con-
sentimiento informado escrito para la participacion en el
estudio. Las pacientes con resultado positivo de la prueba
recibieron asesoramiento médico individual y a la pareja
se le indico el tratamiento correspondiente.

RESULTADOS

De las 98 muestras estudiadas, 20 (20.4%) resultaron
positivas a la infeccion por C. trachomatis, cuando se
realizo el diagndstico molecular por PCR. En la figura 1
se ejemplifican sdlo ocho muestras diferentes de las 98 ana-
lizadas. Los fragmentos generados de la PCR identifican
molecularmente a C. trachomatis. Se obtuvo el amplificado
esperado de un tamafio igual a 241 pb, que detecto hasta
1 pg/uL de ADN bacteriano equivalente a una bacteria,
como puede comprobarse con el ensayo de sensibilidad al
ADN bacteriano que se muestra en la figura 2.

Figura 1. Fragmentos generados de la amplificaciéon por PCR de
Chlamydia trachomatis. Gel de agarosa al 3% que muestra en el
carril 1, marcador de tamafio molecular 50 pb ADN Ladder; carril
2, blanco de la PCR que contiene todos los reactivos utilizados sin
ADN; carril 3 control positivo, que contiene reactivos con ADN de
Chlamydia trachomatis y los carriles del 4 al 11, amplificados con
ADN proveniente de ocho muestras cervicales de las 98 pacientes
estudiadas. Los asteriscos sefialan las muestras positivas.

Se compararon las caracteristicas entre las pacientes
positivas y negativas a la infeccién por C. trachomatis y,
de acuerdo con el cuadro 2, no se observaron diferencias
estadisticamente significativas en cuanto a la edad, inicio
de vida sexual, cantidad de hijos, vaginitis y algiin método
anticonceptivo empleado. Sin embargo, sdlo se observo

pb
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Figura 2. Curva de sensibilidad al ADN bacteriano de Chlamydia
trachomatis. Gel de agarosa al 3% que muestra en el carril 1, el
marcador de tamafio molecular 50 pb ADN Ladder; el carril 2, el
blanco de la PCR que contiene todos los reactivos utilizados sin
ADN; los carriles del 3 al 7 con ADN de C. trachomatis a 100, 10,
1,0.1y .001 ng, respectivamente.

Cuadro 2. Relacion entre los resultados de la deteccién molecular
de Chlamydia trachomatis y las caracteristicas de la poblacion
estudiada.

Positivo
(n=20-20.4%)

Caracteristicas Negativo

(n= 78-79.6%)

Edad 33.64 34.65 NS
Inicio de vida 19.11 19.8 NS
sexual

Numero de hijos 2.07 2.25 NS
Vaginitis 34 - 43.59% 11 - 55% NS
Abortos 15 - 19.23% 16 - 80% P=

<0.001

Método anticonceptivo

Ninguno 34 - 43.59% 9 - 45.0% NS
DIU 15 - 19.23% 6 - 30.0% NS
Salpingoclasia 14 - 17.95% 2 - 10.0% NS
Hormonal 10 - 12.82% 2 - 10.0% NS
Barrera 5 - 6.41% 1-50% NS

NS= no significativo

diferencia estadisticamente significativa en cuanto a la
cantidad de abortos, que fue mayor para las pacientes
positivas a la infeccion. De las 20 muestras con resultado
positivo para C. trachomatis correspondieron a una media
de edad de 34.64 afios. El inicio de la actividad sexual
correspondio a la edad de 19.8 afios, con 2.25 hijos. Once
pacientes con prueba positiva para C. trachomatis tenian
antecedentes de enfermedad del aparato genital inferior y
mediante el examen realizado en fresco se observaron 11
vaginitis debidas a bacterias y dos a Candida, nueve no
tenian este antecedente. El antecedente de aborto coexistid
en 16 mujeres y correspondié al parametro con mayor
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significado estadistico en nuestro estudio, con la infeccion
por C. trachomatis.

DISCUSION

Los resultados de nuestro estudio demuestran que la
prevalencia de C. trachomatis en las pacientes atendidas
en la CEM de la SEDENA correspondi6 a 20.4%. En
comparacion con los otros siete estudios de prevalencia en
poblaciones atendidas en otros hospitales se reporta que
en México la prevalencia va de 3 a 18.1%.78101114 Sglo
dos estudios, el de Rosas y colaboradores en 1993%y el
de Iglesias y su grupo, en 2007,° reportaron prevalencias
superiores al nuestro de 28.4 y 40%, respectivamente. La
explicacion a este hallazgo puede deberse a la diferencia
con el tipo de poblaciéon, nivel socioeconémico y lugar
de estudio, aunque consideramos que el mayor peso se
debe a que en los otros reportes se utilizaron técnicas
para deteccion con menor sensibilidad y especificidad, lo
que directamente reduce la demostracion de datos reales
de prevalencia. La principal fortaleza de este estudio es
el método de deteccion utilizado, que esta debidamente
fundamentado y que es muy sensible, especifico y supera
al cultivo considerado como patron de referencia.31820

No se encontré relacion entre la edad, el inicio de la
actividad sexual, la cantidad de hijos o enfermedades de
la via genital y la infeccion por C. trachomatis, pero si
con el nimero de abortos. Este dato ya ha sido reportado
en otro estudio similar al nuestro, con 1,100 mujeres que
acudieron a dos clinicas de planificacion familiar en
Meérida, Yucatan, México, por Canto y colaboradores.® Sin
embrago, en el mismo afio Cravioto'? y su grupo analizaron
586 mujeres en el Instituto Nacional de Ciencias Médicas
y Nutricién Salvador Zubiran, de la Ciudad de México, y
no reportaron diferencias significativas entre la infeccion
y los abortos. Por lo que se refiere a nuestro estudio, una
limitacion es que el tamafio de las muestras analizadas es
bajo y pudiera afectar el poder para la deteccion de dife-
rencias significativas respecto de los factores de riesgo
conocidos. Consideramos la importancia de estudiar otros
factores asociados con C. trachomatis, como responsables
del aborto espontaneo, como: Ureaplasma urealyticum y
Mycoplasma hominis.

En nuestro pais, la promiscuidad, el no usar preser-
vativo y la falta de higiene adecuada representan un serio
problema que repercute en que las infecciones de trasmi-

sion sexual sean mucho mas frecuentes, y que no todos
los episodios se diagnostiquen y traten adecuadamente.

Este estudio pone de manifiesto la importancia de
hacer el diagnostico de C. trachomatis con métodos de
deteccion sensibles (PCR) para iniciar el tratamiento en
forma temprana y disminuir la diseminacion de la infec-
cion, evitando secuelas a largo plazo en la salud.
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