UNIVERSIDAD NACIONAL AUTONOMA DE NICARAGUA
LEON
FACULTAD DE CIENCIAS MEDICAS
DEPARTAMENTO DE MICROBIOLOGIA Y PARASITOLOGIA

TRABAJO DE TESIS

PARA OPTAR AL TITULO DE MAESTRIA EN MICROBIOLOGIA MEDICA

Frecuencia de infeccién cervical por Chlamydia trachomatis en
mujeres en edad reproductiva que asisten ala consulta
ginecoldgica en 3 Centros de Salud y HEODRA Ledn
Agosto a Octubre del 2011.

Autor: Lic. Nadia Lariza Flores Quiroz

Tutor: PhD. Félix Espinoza Asesora: PhD. Annabelle Ferrera
Director de investigacion UNAN-Leo6n Profesora titular UNAH
Profesor titular UNAN - Leon

Ledn, Julio 2013




Agradecimientos

“Muchas gracias” a las personas que durante el proceso de realizacion de mi
trabajo de investigacion estuvieron dandome &nimos y no permitieron que el
estrés ni los obstaculos, que siempre te encuentras en el camino, me apartaran
de mis objetivos.

Esos objetivos se ven cumplidos con mi trabajo de tesis y es un gran placer para
mi dedicarselos a: Mi Familia: Mis padres Dr. Héctor Flores vy Lic. Gioconda
Quiroz, A mi esposo Ing. Julio Veldzquez y a mi hermano: Karlenin Flores.

Agradezco a mis amigos incondicionales que me apoyaron dandome palabras de
animo: Antonia Obando, Candida Hernandez, Edwin Herrera, Yaneth Reyes,
MSc. Patricia Blandon, MSc. Yaoska Reyes y a mi gran amigo Reymundo
Veladsquez.

Agradezco a mis profesores por haber aportado un granito de arena por
enriqguecer mi conocimiento jMuchas Gracias! Lic. Margarita Paniagua, Dr.
Erick Amaya, Dr. Filemén Bucardo, Dr. Bayron Leiva, MSc. William Morales,
MSc Orlando Mayorgay Dr. Felix Espinoza.

Agradezco a directores y personal de salud quienes fueron piezas
fundamentales para la elaboracién de este trabajo. Por lo que de manera muy
especial gracias a: Dra. Claudia Alonso Cuevas, Dr. Auxiliadora Baca, Lic.
Maria Ismara Padilla, Lic. Danelia Medina del HEODRA, a: Lic. Maria Félix
Giménez, Lic. Kimara Sanchez del centro de salud Perla Maria Norori. Muchas
gracias Dr. Humberto Ramirez y Lic. Josefa Anton del centro de salud Sutiava.

Infinitas gracias a: Dr. Annabelle Ferrera por haber aceptado ser mi Asesora,
colaborar con nosotros en el estudio, aportando todo lo que estuvo a su alcance
para la culminacion exitosa de éste y ademas rodearme de gente linda que me
apoyo tanto.

Gracias a: Yuliana Sorto y su familia quienes me recibieron de una manera muy
cordial, y me brindaron su amistad y apoyo incondicional, llenando mi corazéon de
alegria cuando estaba tan lejos de mi familia.

Agradezco a Jafet, Yessi y Ada por haber sido los mejores colaboradores en el
Laboratorio de Honduras, por brindarme todo su apoyo en el desarrollo de mi
trabajo.

Por udltimo, pero no menos importante, agradezco a todas las pacientes que
aceptaron participar en el estudio permitiéndonos mejorar y fortalecer el
conocimiento de Chlamydia trachomatis en Ledn, Nicaragua.



INDICE DE CONTENIDO

Capitulo 1. INTRODUCION

INtrOAUCCION. ..ttt e e 1
AN CEUCNIES . ..o e 2
JUSHITICACION. ..o e 3

Capitulo 2. OBJETIVOS

Planteamiento del problema...............o 4

(@] 0] =211/ 1 5
Capitulo 3. MARCO TEORICO

MArCO tEOFICO. ... et e e 6
Capitulo 4. METODOLOGIA

Material y MetodO.........ooeiiii i 24
Capitulo 5. RESULTADOS

RESUIAAOS .. .o 31
Capitulo 6. DISCUSION

DISCUSION. ... e 36
Capitulo 7. CONCLUSIONES

(@0 ] 3 [0 [1151[0] [ T 42

Capitulo 8. RECOMENDACIONES
ReCOMENACIONES ...t e e i 43

Capitulo 9. REFERENCIAS
Referencias Bibliograficas...........c.ccooviiiiiiiiii e, 44

ANEX O S . . e 48



Resumen

Introduccion: Entre Agosto a Octubre del 2011, se llevé a cabo un estudio
descriptivo, con el objetivo de determinar la frecuencia de infeccién de Chlamydia
trachomatis en el cuello uterino de mujeres, entre las edades de 15 a 49 afios, que
asistieron a la consulta ginecolodgica en tres centros de salud y el Hospital Escuela
de la ciudad de Leon.

Método: Para tamizar a Chlamydia trachomatis se utilizé una prueba
inmunocromatografica (Cypress Diagnostic), con la que se analizaron 299
muestras cervicales. De éstas, 200 muestras fueron analizadas con el kit
comercial de PCR (Amplification kit Chlamydia trachomatis Labo Medical-
Products, Netherlands). Las muestras positivas por PCR fueron analizadas con
PCR tiempo real y posteriormente caracterizadas en sus diferentes serovares,
para la caracterizacion de serovares, se utilizé el método in vitro de hibridizacion
reversa (Genotyping RHA kit (Ct-DT) de Labo Medical-Products, Netherlands.
Resultados: Con la prueba inmunocromatografica resultaron 10 positivas para un
3.3% y con el método de PCR solo cuatro resultaron positivas para un 2%, estas
cuatro muestras fueron confirmandas por el método de PCR tiempo real para C.
trachomatis. Segun las edades estudiadas se encontrd0 que de 4 muestras dos
correspondian al grupo de 40-49 afos, para un 4.8%, una del grupo de 15 a 19
afios, para un 3.6% y una del grupo de 20-29 afios 1.3%. Ninguna de las
variables analizadas tuvo diferencia estadisticamente significativa entre grupos.
Las cuatro muestras positivas por PCR y confirmadas por serotipificacion, se
observaron 10 serovares de C. trachomatis, siendo estos serotipos B/Ba, C, H,
I/la, J, Ky la serovariante J*/L3 .En dos muestras se observaron infecciones
mixtas y en una muestra no se logré identificar ninguno.

Conclusiones: La frecuencia de infeccion por Chlamydia trachomatis encontrada
fue baja, Ninguna de las variables estudiadas presento diferencia estadistica entre
grupos. La Serotipificacién de las muestras mostroé que los serotipos C, H, l/la

fueron los mas comunes.



Introduccion

Chlamydia trachomatis es una bacteria intracelular obligada de distribucién
mundial, que causa diferentes enfermedades en hombres, mujeres y nifios ™,

Es una causa de infecciones de transmision sexual con alta prevalencia. Segun
datos reportados por la Organizacion Mundial de la Salud (OMS), 89 millones de
mujeres contraen la infeccion por C. trachomatis cada afio en el mundo,

presentando una importante proporcién de infectados asintomaticos del 70% .

Si la infeccién en mujeres no es tratada, ésta puede progresar, propagarse al Utero
y trompas de Falopio, provocando enfermedad inflamatoria pélvica cronica (EIP)
hasta en el 70% de los casos. La EIP puede causar dafio permanente en las
trompas de Falopio, que puede llevar a infertilidad de un 30 a 40% de los casos y
a embarazos ectopicos (embarazo implantado fuera del Utero) hasta en un 10%
[123] Esta bacteria también afecta a mujeres embarazadas, quienes transmiten la
infeccion al bebé durante el parto, por via vertical; provocando al bebe:

conjuntivitis neonatal, neumonfa, rinitis, ofitis y vulvitis ™.

En Nicaragua, son pocos los estudios que aportan informacion actualizada sobre
prevalencia, caracteristicas epidemiologicas y serotipos circulantes de C.
trachomatis, que afectan la poblacién femenina de nuestro pais; sin embargo,

estudios previos muestran una frecuencia en las infecciones por esta bacteria

[4.5]

como agente Unico en mujeres embarazadas de 16.2% a 25% y una frecuencia

[5.6] y

en mujeres atendidas en la consulta ginecoldgica de rutina se ha reportado el 2%
[71

de aparicion en infecciones mixtas en este mismo grupo de 16.24% a 25.9%

Tratando de unir esfuerzos por mejorar el tratamiento y conocimiento de las
infecciones causadas por esta bacteria en Nicaragua, se decidi6 estudiar la
frecuencia de la infeccion, caracteristicas epidemioldgicas y serovares circulantes
de este agente, que afectan la salud reproductiva de mujeres con vida sexual
activa entre los 15 a 49 afios de edad que asisten a tres centros de salud y

hospital de Ledn.



Antecedentes

En Nicaragua en 1996, Herrman y cols, realizaron un estudio en 926 mujeres de
Leén, Corinto, Bluefields y Matagalpa, para validar la prueba de
inmunofluorescencia directa, conocer prevalencia, factores de riesgo Yy
manifestaciones clinicas de Chlamydia trachomatis, teniendo como resultado; que
la positividad de infeccidn por C. trachomatis en mujeres entre 35 afios fue del 2%,
en adolescentes entre 15 a 19 afios fue de 8 % y las trabajadoras del sexo el
14% 1,

Entre Abril de 1999 a Mayo del 2000, Claeys y cols. Estudiaron a 1185 mujeres
de Managua, Rivas y Matagalpa, que asistieron a clinicas del Ministerio de Salud,
para determinar prevalencia y factores de riesgos a la infeccion por Chlamydia

trachomatis. Los autores encontraron una prevalencia de 4.1% [,

En el afio 2002, Porras F, llevé a cabo un estudio en mujeres embarazadas, en la
sala de emergencias del Hospital Escuela Oscar Danilo Rosales, donde se estudio
la infeccidn cervical por Chlamydia trachomatis en 100 pacientes, haciendo uso de
una prueba inmunocromatografica, teniendo como resultado una prevalencia de

infeccion cervical de 25% .

De Octubre a Noviembre del 2003, Lépez C. realiz6 un estudio en 135 mujeres
embarazadas atendidas en el Hospital Escuela Oscar Danilo Rosales, sobre los
agentes etiolégicos mas frecuentes de infeccion cervico-vaginal. Encontrando el

16.2% de infecciones puras y el 25.9% de infecciones mixtas .

Entre el 2007 y 2008, Benavides M y cols. Llevaron a cabo un estudio en 125
mujeres embarazadas que asistieron a la sala de ARO del Hospital Escuela Oscar
Danilo Rosales, para determinar la prevalencia de Chlamydia trachomatis como
agente causal Unico o en asociacion con otros agentes causales de leucorrea. Se
observo una prevalencia de C. trachomatis en asociacién con otros agentes del
16.24%.°,



Justificacion

Chlamydia trachomatis, es una infeccion de transmision sexual que afecta 89
millones de mujeres en el mundo, es asintomética en el 70% de los casos. Si no
es tratada; la infeccibn puede progresar, causando enfermedad inflamatoria
pélvica, embarazos ectdpicos e Infertilidad en las mujeres que la padecen.

En Nicaragua son pocos los estudios realizados que brindan informacion
actualizada sobre prevalencia y factores de riesgo. Actualmente no hay estudios
gue nos rebelen los serotipos de Chlamydia trachomatis mas frecuentes que

afectan la poblacion femenina de nuestro medio.

Por lo antes mencionado, con este estudio se pretende aportar mayor
conocimiento e informacion actualizada, sobre la frecuencia de infeccion de
Chlamydia trachomatis. Ademas, conocer los serotipos que podrian estar
afectando a las mujeres en edad fértil de nuestro medio. De manera que sirva de
apoyo para la posible implementacion de programas de prevencion e intervencion

de salud reproductiva, para las mujeres de nuestro pais.



Planteamiento del problema

¢,Cudl es la frecuencia de infeccidn cervical y serotipos mas frecuentes de

Chlamydia trachomatis de mujeres en edad reproductiva que asisten a tres

Centros de Salud y Hospital Oscar Danilo Rosales de Leon entre Agosto a
Octubre del 2011?



Objetivos

General:

Investigar la frecuencia de Chlamydia trachomatis presente en mujeres en
edad reproductiva que asisten a la consulta ginecoldgica de tres centros de
salud y Hospital de Ledn.

Especificos:

Determinar la frecuencia de Chlamydia trachomatis en muestras cervicales.

Describir las caracteristicas socio-demograficas y gineco-obstetras de la

poblacién de estudio.

Identificar los serotipos de Chlamydia trachomatis presentes en muestras

del estudio.



Marco Teoérico

Hasta el 2002 la familia Chlamydaceae se consideraba con cuatro especies
reconocidas C. trachomatis, C. pneumoniae, C. psittasi y C. pecorum
pertenecientes al género Chlamydia. En el cuarto encuentro de la Sociedad
Europea de Investigaciones de Chlamydia en Helsinki, Finlandia, Kerin Everret,
Bush y Anderson; presentaron una nueva clasificacion del orden Chlamydia.
Chlamydia trachomatis fue incluida al género Chlamydia. C. Psittaci y C.
Pneumoniae, C. pecorum Yy otras mas se incluyeron en el género Chlamydophila
[1, 9,10].

Chlamydia trachomatis:

Es una bacteria; no movil, de vida intracelular obligada, tamafio pequefio y forma
esferoidal por lo que se observan como cocos, no ciliados Gram Negativos,
muestran tropismo por las células de la conjuntiva y del cérvix uterino %,

(Figura 1)

Figura 1.Chlamydia trachomatis
Fuente: Imagen courtesia de Deborah D. Crane

Fisiologia y Estructura de Chlamydia trachomatis.

La membrana de C. trachomatis propuesta por microscopia electronica muestra

una membrana externa y otra interna carente de capa de peptidoglicano .
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Figura 2. Membrana externa propuesta para Chlamydia trachomatis

Fuente: Revista de Obstetricia y Ginecologia de Venezuela, versién impresa ISSN 0048-7732,
Rev Obstet Ginecol Venezuela v.68 n.3 Caracas sep. 2008

La membrana externa presenta proteinas extracelulares ricas en cisteina, las
cuales se unen por puentes disulfuro para dar rigidez a la estructura. (Figura 2)

Las proteinas de la envoltura ricas en cisteina incluyen:

1. La proteina mayor de membrana externa o en sus siglas en ingles (MOMP,
major outer membrane protein): La conformacion nativa de ésta, es un
trimero con estructura de hoja B predominantemente. Pesa 40Kda,
constituye casi el 60% del total de proteinas, esta codificada por el gen
ompl. Se ha visto que tienen funcion de porina, con un tamafio estimado
del poro de 2 nm de diametro. Contiene epitopes antigénicos de superficie
[11]

La MOMP posee 4 dominios variables (DVs) tres de cuatro dominios VSI, VS2 y
VS4 se encuentran en la superficie y estan interespaciados por 5 dominios
constantes. Los (DVs) tienen variedad antigénica entre serotipos. La variabilidad
de (DVs) ha sido considerada un mecanismo de escape de supervivencia para
gue las bacterias escapen de la vigilancia inmunoldgica del huésped. Contienen

epitopes antigénicos que son sitios blancos para la serotipificacion Y.



2. Proteina de 60 Kda: esta codificada por el gen omp2. Se encuentra en el
espacio periplasmatico, dando a las Chlamydias una integridad semejante
a la dada por el peptidoglicano. Los Cuerpos reticulados no contienen esta
proteina ™.

3. Proteina de 12-15 Kda: codificada por el gen omp3, es una proteina

hidofilica. Los cuerpos reticulados carecen de ella .

Recientemente se han confirmado la presencia de proteinas o chaperonas
denominadas de proteinas de choque térmico, que son la hsp 60 y la hsp 7
Estas aparecen antes de la sintesis de la MOMP durante la transicion del cuerpo

elemental a cuerpo reticulado 4

A las Chlamydias las podemos encontrar en dos formas estructurales diferentes.
Una forma infecciosa que es el cuerpo elemental y una no infecciosa el cuerpo

reticulado ™

Cuerpos Elementales (CE): son particulas redondeadas de un tamafio entre 300
y 400 nm, infecciosas, rigidas, resistentes; como consecuencia de los puentes

disulfuro de las proteinas de la capa externa ™.

Estudios sugieren que CE esta envuelto por una capa intermolecular de cisteina
llamada complejo de membrana externa COMC (outer membrane complex).

Esta le brinda integridad a la particula y las proteinas encontradas interactiian con
la célula del huésped durante la infeccion. No todas las proteinas del COMC estan

expuestas en la superficie del CE 23,

En los CE se encuentra el ADN y ARN. La mayor parte de ADN se encuentra en
el nucleoide electrodenso central y la mayor parte de RNA esta en los ribosomas,

el CE no tiene actividad metabdlica y representa la forma infectante ™. (Figura 3)



Figura 3. Cuerpo Elemental

Fuente: Chlamydia trachomatis: avances y perspectivas,
nova publicacion cientifica

Cuerpos Reticulados (CR): tienen mayor tamafio que el CE, entre 800 a
1000 nm, son formas no infectantes, metabdlicamente activos, estan adaptados a
la vida intracelular y son capaces de reproducirse. La reproduccion se da por fision
binaria, estan protegidos por su localizacion intracelular.

Estos son el resultado de la diferenciacion de CE al ser fagocitados por la célula
huésped y el ADN esta disperso. Estos son fragiles en comparacion a los CE M,
(Figura 4)
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Figura 4. Cuerpo Reticulado

Fuente: Chlamydia trachomatis: avances y perspectivas
nova - publicacion cientifica

Ciclo biologico de Chlamydia

El ciclo Inicia cuando el CE particula infectante se fija a la superficie o

microvellosidades de célula susceptible 2.



La adhesion la realiza a través de receptores que aun no estan totalmente
definidos; sin embargo, hay evidencias que el CE se adhiere a la célula huésped a
través del Heparansulfato glucosaaminoglicano (GAGs) %21, (Figura No. 5)
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Figura 5. Ciclo biolégico de Chlamydia

Fuente: Pathmicro.med.sc.edu, capitulo 20.

Una vez que se adhiere a la membrana citoplasmatica, penetra la célula por
endocitosis, luego de 6-8 horas de su entrada a la célula, El CE es rodeado de una
membrana endosomal que forma un fagosoma llamado cuerpo de inclusion, este
evade la fusién con el Lisosoma, el CE se reorganiza a CR dotados de actividad
metabolica y de mayor tamafio; estando dentro de la vacuola o inclusion el CR
luego de 18-24 horas, se reorganiza y dividen varias veces por fision binaria en
CE. De manera que dentro del cuerpo de inclusion quedan CE y CR.

Estos se liberan de la célula huésped provocando muerte celular, capaces de
infectar las células. Este es el caso de la C. psittasi, que libera los CE, al final del
ciclo hay una buena cantidad de CE, CR y formas intermedias de éstos, capaces

de infectar las células huéspedes circundantes luego de las 48-72 horas. %12
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Serotipos de Chlamydia trachomatis: La sepas de C. trachomatis se diferencian
en serotipos basado en la sero-especificidad de la MOMP, que a su vez esta
determinada por la especificidad del gen OmpA [ 2

Los serotipos se han clasificado en tres serogrupos denominados normalmente
variantes seroldgicas o serovariantes por sus diferencias antigénicas a nivel de la
membrana (MOMP). Ciertas serovariantes se asocian a una enfermedad
determinada, puede dividirse en 19 serotipos en funcion de las caracteristicas

antigénicas del antigeno de tipo proteico 2.

Existe una relacion directa entre el serotipo y la enfermedad (forma clinica) que
producen las diferentes cepas de esta especie. Los serotipos y respectivas
serovariantes hallados son: A, B/Ba, C, D/Da, E, F, G/Ga, H, I/la, J, K, L, L1, L2a
L3 [10,12, 13, 14].

Algunos esquemas realizados, se basaron en el uso de anticuerpo moclonales y
policlonales de la MOMP, diferenciando los serotipos en clases de los cuales
tenemos: Complejo del serogrupo B comprende (clase B): contienen a los
serotipos (B. Ba, D, Da, E, L, L, L.a,L3), Complejo del serogrupo C (Clase C)
contiene a los serotipos (A, C, H, I, Ia, J, Ja, K, L1 L3) y una Clase intermedia o

grupo intermedio (F, G/Ga) 4%,

Las tres ramas de analisis filogenéticos con el gen ompl, los clasifican en tres
grupos, serotipos que comprenden diferentes actividades biolégicas por lo que se
les agrupan diferente: Cepas de Linfogranuloma venéreo invasivo LGV los
serotipos L1 a L3, Estos son transmitidos sexualmente siendo invasivos,
resultando en infeccion diseminada de la region de drenado de los ndédulos

linfaticos.

Cepas de ITS no invasivas de prevalencia global los serotipos D/Da, E, F, G/Ga,
H, I/la, J y K, son comunes del tracto urogenital y algunas ocasiones se detectan
en el tracto respiratorio de nifios, son asociados con las infecciones transmitidas
sexualmente, conjuntivitis o neumonitis neonatal asi como las infecciones

neonatales en recién nacidos de madres infectadas.

11



Cepas de ITS no prevalentes con grupos de tracoma los serotipos A, B/Bay C
son comunmente asociados con infecciones oculares, estan asociados al tracoma
endémico una de las mayores causas de ceguera en la poblacién 1 1214151,

Estudios realizados sobre el serotipo E en muestras urogenitales encontraron 6%

de variantes las cuales contienen 16 (53%) aminoéacidos no conservados ™.

Genoma de Chlamydia trachomatis:

El genoma de un considerable nimero de Chlamydias ha sido ampliamente
estudiado; sin embargo, el conocimiento completo acerca de las caracteristicas
genéticas de esta bacteria son todavia desconocidos, y esto se debe a la
impermeabilidad del CE y a la proteccion que ofrece la célula huésped a este
agente %,

El genoma de C. trachomatis es de 1,044.459 bp. Diferentes analisis del genoma
Chlamydial han mostrado que codifica para 875 proteinas aproximadamente que
no son expresadas, 70 de las cuales son exclusivas de C. trachomatis. Es
importante notar que en la region cercana al origen del cromosoma Chlamydial es

donde existe mayor diversidad genética 1912

. La mayoria de los genes estan
ubicados en el plasmido criptico ™. La figura 6. Muestra el genoma completo: Los

1,044, 459 pb de Chlamydia trachomatis (A/HAR 13).

Chlamydia trachomatis A/HAR-13, complete genome
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Accession: NC_007429 Topology: Circular; Length: 1,044,459 bp; Genes: 953

Figura 6. Genoma Chlamydia trachomatis A/HAR-13.
Fuente: BacMap version 1.0, NC_007429
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Chlamydia trachomatis posee un pldsmido criptico de 7.500bp dsADN. Encoda 8
marcos abiertos de lectura (ORFs, Open Reading Frames). No tiene

movilidad y es un factor de virulencia ™.

Todos los pladsmidos Chlamydiales tienen 22 pares de bases purinicas repetidas
en tandem en la region intergenica entre ORF1 y ORF2, este grado de
conservacion sugiere que esta region es extremadamente importante por ser
analogo con el origen de replicacién de algunos plasmidos de E. coli M. La figura

No 7. Muestra 8 ORFs, conjuntamente muestra sitios de corte para endonucleasas

4L
%13 JL20RFY
LX)
L AT &
o
h

de restriccion.

pLGV440
7500bp.

. N. Clarke
www.chlamydiae.com

Figura 7. Plasmido criptico de Chlamydia trachomatis

Fuente: Chlamydia trachomatis: avances y perspectivas, Nova — Publicacion Cientifica,

Infecciones causadas por Chlamydia trachomatis
Es la causa de infeciones de transmicion sexual de mayor prevalencia en el
mundo, afectando mujeres y hombres. Es ademas la causa mas importante de
tracoma y linfogranuloma venereo %,
Via de transmision: C. trachomatis puede ser transmitida de persona a persona
durante el sexo vaginal, oral o anal con una pareja infectada. La gestante puede

transmitir la infeccién a su recién nacido durante el parto.
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Las infecciones por C. trachomatis afectan a mujeres, hombres y nifios. Su
importancia radica en la magnitud de la diseminacion, las caracteristicas
peculiares de su presentacion clinicay las complicaciones que pueden surgir a
causa de una falta de diagndstico o tratamiento ). Generalmente la infeccién es
silente, asintomética, en dos tercios de las mujeres 70% y en un cuarto a la mitad
de los hombres 30% 2.

Infeccién en la mujer: La cervicitis es la infeccion mas frecuente. Es raro el
sangrado vaginal o poscoital. Las evidencias clinicas son inespecificas como: flujo
vaginal blanquecino, dolor abdominal o pélvico (EIP), sangrado, y disuria
(dificultad dolorosa para expulsar la orina). La disuria puede indicar una uretritis

solo la uretra esta comprometida ™.

Sintomas de C. trachomatis en mujeres:

* Flujo vaginal espeso y amarillento (pus)

* Ardor al orinar.

* Secreciones por la uretra (orificio por donde sale la orina)

* Manchas o sangrado fuera de la menstruacion.

* Sangrado durante o después de las relaciones sexuales.

* Dolor durante las relaciones sexuales.

* Dolor en el abdomen o la pelvis.

Cuando el contagio es por via anal: Dolor o ardor anales, Secreciones por el ano
y dolor al defecar.

Contagio de Chlamydia por sexo oral: Ardor en boca y lengua, dolor de garganta,

Ulceras en la boca 19,

Si la infeccidn en mujeres no es tratada, puede propagarse al Gtero y trompas de
Falopio, causando enfermedad inflamatoria pélvica (EIP) hasta en un 40%. La EIP
puede causar dafio permanente a las trompas de Falopio, llegando a causar dolor
pélvico cronico; lo cual es la mayor causa de infertilidad y embarazos ectdpicos

(embarazo implantado fuera del Gtero) ? (Figura 9)
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Complicaciones:

Infeccion vaginal, inicio el contacto, portadora asintoméatica.
Cervicitis: inflamacién del cuello de la matriz por la infeccion.
Salpingitis: inflamacion de las trompas de Falopio.

EIP: infeccién de la cavidad peritoneal y estructuras anexas.

A

En las mujeres embarazadas, la clamidia no tratada ha sido asociada con

partos prematuros y puede transmitirse al recién nacido.

Embarazo Ectépicc

Figura 8. Infeccion de Chlamydia trachomatis en la mujer

Tracoma: Es una conjuntivitis cronica con una marcada reaccion folicular y una
hipertrofia papilar de la conjuntiva, como resultado de la necrosis de los foliculos,
la conjuntiva puede desarrollar cicatrices.

Estas lesiones, llamadas trichiasis y ectropion, son las lesiones responsables de la
ceguera por tracoma. La cornea es dafiada por dafio mecénico al abrir y cerrar los
ojos y por infeccion secundaria. El periodo de incubacién es de una a dos

semanas »1%,
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Linfogranuloma venéreo: Es enfermedad sistémica, que se inicia por la
aparicion de una papula o vesicula en la piel de la region genital. La cual se
transforma en una Ulcera indolora que evoluciona hacia la curacion.

La infeccion difunde por via linfatica, de modo que desde el primer mes se
produce una adenitis inguinal, que se reblandece y forma un absceso que
posteriormente se fistulisa y abre hacia el exterior. Le sigue una fase de

esclerosis, con formacién de estenosis en el recto o vagina ™.

Infeccion en Hombre: La uretritis no gonocdcica es una de las mas comunes,
resulta de una descarga mucoide, es reconocido un espectro que va desde la
ausencia de descarga a una descarga purulenta. Las infecciones uretrales son las
mas comunes en hombres heterosexuales con 50 % de asintomaticos.

Cuando los sintomas ocurren, usualmente después de una a tres semanas de la
exposicion, los sintomas son indistinguibles a los de la gonorrea.

Complicaciones: Ependidimitis: infeccion de los conductos espermaticos de los

testiculos e Infertilidad ™2

Infecciones en nifios: C. trachomatis es la causa mas comun de conjuntivitis
neonatal y neumonia en la infancia temprana. Puede producir rinitis, rinofaringitis,

otitis y vulvitis.

De los cinco a catorce dias se puede presentar una conjuntivitis purulenta; la
infeccion generalmente no afecta la cornea y evoluciona lentamente hacia la
curacion. Sin embrago, en algunos casos puede volverse crénica y producir
lesiones corneales irreversibles. Ademas se puede presentar la neumonia, que se

caracteriza por una tos persistente y polipnea, que a veces se hace paroxistica .
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Inmunologia de Chlamydia trachomatis

El CE de C. trachomatis infecta las células del epitelio columnar del cérvix, a
menudo puede causar 0 no sintomatologia. La bacteria puede ascender infectar el
endometrio y las trompas de Falopio, causando enfermedades inflamatorias,
inflamacion de trompas (salpingitis) cicatrices y obstruccion; lo que puede llevar a
infertilidad o embarazos ectépicos 7.

Las células epiteliales son la primera barrera de defensa, iniciando y propagando
la respuesta inmune. Ellas secretan citocinas que recluta interleucinas
inflamatorias al sitio de la infeccion, también inducen el aumento de respuesta

inflamatoria celular 8,

La reaccion inflamatoria se caracteriza por una afluencia de macréfagos y
neutrofilos y la formacion de sitios inmunes inductivos en la sub-mucosa. Estos
estados inductivos, contiene células B, T, células dendriticas y macrofagos.
Coordinados con la iniciacion de la respuesta adquirida que ademas incluye

secrecion de IgA 8,

Estos mediadores producen dafio directo del tejido Las células del huésped liberan
citocinas que llevan al reclutamiento de células inmunes especificas que amplian

(18 | as células T CD4 y CDS8, llegan més rapido al sitio

la respuesta rapidamente
de la infeccién que los neutrofilos durante la infeccion en los oviductos y esta

reaccion inflamatoria recurrente culmina en fibrosis y cicatrices 2,

La Replicacion de C. trachomatis es inhibida por la dioxigenasa indolamida
puesto que reduce la disponibilidad de triptéfano, es altamente regulada por
interleucina 1(IL1) y factor de necrosis tumoral (TFN-B). El mecanismo por el cual
se da esto, es por aumento en la sintesis del factor regulador de interferon -1, asi

como del factor nuclear-KB Y. (Figura 9).
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Figura 9. Accion del Sistema Inmune
Fuente: Nature Reviews Immunology 5, 149-161 (2005).

Epidemiologia

La infeccion por Chlamydia trachomatis se corresponde con la enfermedad de
transmision sexual (ETS) mas frecuente en la poblacion de 14 a 39 afios de
Estados Unidos. Los adolescentes sexualmente activos, en especial las mujeres,
son el grupo mas infectado, Las tasas de infeccion por Chlamydia aumentaron
32% y las tasas de gonorrea aumentaron un 8%. La infeccion por Chlamydia fue la
mas comun de estas tres infecciones de transmision sexual, con tasas de 254

casos por 100.000 en 1999; la gonorrea ocupé el segundo lugar. *3

Solo en Estados Unidos se registran cuatro millones de casos anualmente, con un
costo de 2,4 billones de dolares, a causa de las complicaciones muy
frecuentemente irreversibles, que genera esta ITS especialmente en las mujeres.
De no tratarse, la bacteria puede dafar gravemente el aparato reproductivo.

Segln la OMS, cada afio en el mundo 90 millones de personas la contraen. %

La infeccién por Chlamydia trachomatis es considerada de gran importancia

epidemioldgica, porque representa del 70% a 90% de infecciones endo-cervicales
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en las mujeres, siendo éstas, asintomaticas provocando una infeccion persistente

por meses o anos.

La infeccion por C. trachomatis est4 asociada a la convivencia con una pareja
sexual, al estado civil y al uso de dispositivos intrauterino como método de control
natal, la presencia de ectropion y friabilidad a la exploracion obstétrica de cérvix
deberan ser consideradas como predictores en la blsqueda de C. trachomatis .

La EIP por Chlamydia es la causa prevenible mas importante de la infertilidad y
los resultados adversos del embarazo. Las infecciones por Chlamydia, como
infecciones de transmision sexual en general, son principalmente un problema de
salud de la mujer desde las manifestaciones y las consecuencias son mas

perjudiciales para la salud reproductiva en mujeres que en hombres 2.

Sobre la base de las pruebas disponibles, aproximadamente el 20% de las
mujeres con infeccion por Chlamydia del aparato genital inferior presentara esta
enfermedad. Casi de 4%; presenta dolor pélvico cronico, infertilidad 3% y 2% de
resultados adversos del embarazo **!. Sin embargo, estas estimaciones se basan
en la evidencia relativamente débil. La investigacion sobre el vinculo entre C.

trachomatis y aspectos masculinos de la infertilidad ha sido mucho més limitada *!

Diagnostico

El diagnostico de la infeccion se apoya en un adecuado examen fisico de la
persona sospechosa que porta la enfermedad, pero la confirmacién del
diagndstico se da principalmente por pruebas de laboratorio.

Las C. trachomatis son bacterias intracelulares obligatorias, las muestras se deben
obtener del lugar afectado, las C. trachomatis infecta a las células cilindricas o
escamocilindricas, por lo tanto se debe recoger muestras endocervicales, pero no
vaginales, no se adecua pus o exudado uretral en mujeres.

La sensibilidad de cada método depende de la poblacion de pacientes

examinadas, el lugar que se obtiene la muestra y la naturaleza de la enfermedad
[1,10]
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> Examen Microscopico: Examen directo de las inclusiones, consiste en
observar la presencia de los cuerpos de inclusion, que se encuentran
dentro del citoplasma de la célula huésped, utilizando tinciones, como:
Giemsa, Macchiavello, Papanicolaou, yodo Yy tincién de rojo Congo. Estas
se tifien por el glucégeno que poseen los cuerpos de inclusion

Chlamydiales y las células infectadas.

Estas son muy Utiles para reconocer la presencia o no de Chlamydia por color de
reaccion, dependiendo de la tincion utlizada. Sin embargo, su eficacia y
practicidad no es adecuada como método de diagnostico en grandes poblaciones
por que se necesita de gran numero de Chlamydias para establecer el diagnostico.
[1,10].
> Cultivo celular: Es una técnica con excelentes resultados es utilizada como
estandar de oro, tiene muy buena especificidad (90-97%) y regular
sensibilidad (60-80%).

Las lineas celulares mas utilizadas son las McCoy (fibroblastos de ratén) HeLa99
(carsinoma Humano), BHK-21 (células de ovario de hamster), por lo que no es
practica ya que requiere condiciones muy rigurosas de preparacion del cultivo que
s6lo estan disponibles en laboratorios de alto nivel de complejidad, la sensibilidad
se ve afectada por la utilizacion de muestras inadecuadas, ademas no muestra

diferencia entre infecciones actuales de las previas ™.

> Inmunofluorescencia Directa (IFD): Los anticuerpos monoclonales van
dirigidos contra el antigeno especifico de especie o polisacaridos (LPS) de

membrana y sobre la proteina principal MOMP.

Estas pruebas son muy utiles porque presentan una sensibilidad de 80 -90% vy
una especificidad del 98 — 99%, son rapidas, tiene la desventaja que necesita de
oscuridad como parte de su proceso de elaboracion, de no ocurrir puede causar

muchas interferencias con el diagnéstico .
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> Fijacion del complemento (FC): Esta prueba es muy utilizada para detectar
anticuerpos contra C. trachomatis, para medir anticuerpos de Psitacosis y
LGV. pero posee la desventaja que no distingue entre especies e

Inmunotipo.

> Técnicas de ELISA: Esta técnica se basa en la deteccion de antigenos o
anticuerpos ligados a enzimas especificas. Actualmente hay muchos en el
mercado son faciles de desarrollar, baratas y de resultados confiables.
Tienen la desventaja que no indica infeccion actual produciendo falsos

positivos y falsos negativos.™

> Pruebas inmunocromatograficas: Esta prueba posee una membrana
cubierta con antigenos especificos de lipopolisacarido (LPS), la banda de
region T (region del paciente) esta cubierta con anticuerpos monoclonales y
la banda de la region C (control de la prueba) esta cubierta con anticuerpos

de raton.

La muestra reacciona con particulas de oro coloidal que han sido impregnados
con anti- anticuerpos monoclonales de Chlamydia. Luego se da una migracion de
la muestra por capilaridad a través de toda la membrana; teniendo como resultado
coloracion o no de las bandas respectivamente.

Tienen como desventaja que se necesita de un gran numero de células para dar
una reaccion de color fuerte. Estas son ampliamente usadas por su bajo costo,

rapidez y buenos resultados %,

> Técnicas moleculares: Ensayos de amplificacion de material genético, que
utilizan las pruebas PCR (reaccibn en cadena de polimerasa)
0 LCR (reaccion en cadena de ligasa), para ampliar el material genético de

la bacteria obtenido a partir de muestras de orina y/o de secreciones.
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Es altamente especifico y sensible, detectando hasta el 90-95% de las
infecciones, es considerado el método de eleccién para el diagnostico de la
infeccion. Un método disponible es el test AMPLICOR CT PCR (Roche Molecular
System) ensayo disponible comercialmente, automatizado que proporciona control
interno y una mezcla maestra de PCR, lo que la hace facil, rdpida y confiable. Otro

es el test Amplification kit C. trachomatis (LBP BV) kit comercial ** *°I,

> Pruebas de Serotipificacion: Serotipificacion de especies de Chlamydias por
andlisis de restriccion del gen OMP1, este método es rapido facil y una gran

herramienta para estudios epidemiolédgicos.

Este meéetodo permite la diferenciacion no solo de todos los serotipos y
serovariante. Primero se amplifica el gen Ompl por PCR, y luego se procede a
dirigir el producto mediantes enzimas de restriccion. Actualmente existen varios
test como el Ct Genotyping RHA kit del (Labo Bio-medical products) Kit disponible
de manera comercial, util en estudios epidemiologicos y brotes por C. t

rachomatis!*,

Tratamiento

Mujer no embarazada: Azitromicina 1 gr oral, dosis Unica o bien Doxiciclina 100
mg oral, dos veces al dia por siete dias.

Mujer embarazada: En el embarazo estan contraindicadas la Doxiciclina y la oflox
acina. No obstante; la Eritromicina 500 mg, cuatro veces al dia por siete dias, la
Amoxicilina 500 mg, tres veces al dia por siete dias y la Azitromicina 1 gr oral,
dosis Unica son seguros y efectivos.

Recién nacido: Los macrolidos son los antimicrobianos de eleccion en nifios. Se
recomienda tetraciclina al 1% unguento oftalmico dos veces al dia en ambos ojos
por 6 semanas. La profilaxis ocular con Eritromicina no previene la conjuntivitis ni
la neumonia.

Hombre: La Doxiciclina, 2 veces al dia durante 7 dias o Azitromicina en dosis
A [1,2, 3]
Unica.
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Medidas de Prevencion

Tener una relacion de pareja estable.

Uso de condones de latex.

Tardar en comienzo de la vida sexual activa.

Todas las mujeres sexualmente activas y embarazadas con factores de
riesgo de infecciones Chlamydiales, se deben realizar anualmente pruebas
para detectar esta enfermedad.

Si la mujer tiene alguno de los sintomas antes mencionados, debe dejar de
tener relaciones sexuales y consultar con un médico de inmediato, para el
tratamiento temprano.

El control de las enfermedades transmitidas sexualmente depende de
practicas seguras y del diagndstico y tratamiento oportunos de las personas

infectadas 219,
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Material y Método

Tipo de estudio

Descriptivo de corte transversal
Periodo de estudio

Agosto a Octubre del 2011.

Area de estudio

Este estudio fue realizado en tres centros de salud (Perla Maria Norori, Mantica
Berio y centro de salud de Sutiava), que cubren diferentes barrios de Ledén y el
Hospital Escuela Oscar Danilo Rosales Arguello (HEODRA).

Poblacion de estudio

Todas las pacientes entre 15 a 49 afos de edad, que asistieron a la consulta de
las salas de ginecologia en los tres Centros de Salud y HEODRA de la ciudad de
Ledn, ya sea por presentar algun tipo de sintoma clinico o para realizarse una

prueba de rutina como: La prueba de Papanicolaou.

Muestra

El tamafio de la muestra se calculé tomando en cuenta una prevalencia del 25%
encontrada en estudios realizados en Nicaragua en mujeres embarazadas en
afios anteriores, con un nivel de confianza del 95%, precision del 5%, efecto de
disefio de 1. Las muestras fueron 300 mujeres en edad reproductiva. El tipo de

muestreo fue por conveniencia.

Criterios de inclusién

1) Firma voluntaria del consentimiento informado.

2) Mujeres entre 15 a 49 afos de edad que estan o no embarazadas, que se
presentan a la consulta ginecoldgica.

3) Vivir en el municipio de Leon.

4) No haber tenido tratamiento con antibiético en los ultimos 10 dias.

5) No haber recibido tratamiento con asa térmica o Crioterapia en los ultimos
10 dias.
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Recolecciéon de lainformacién

A los padres de pacientes menores de 18 afios y mujeres de 19 a 49 afos de

edad con vida sexual activa, se les explicé los objetivos del estudio y se les solicitd

su participacion en el mismo, mediante la lectura del consentimiento informado.

Una vez que aceptaron participar. Se procedio a llenar el formulario con datos

demograficos y gineco-obstetricos con posterior firma de la paciente.

Consideraciones éticas

Se consideraron como condiciones éticas:

>

La participacion voluntaria mediante la lectura de un consentimiento
informado, debidamente aprobado por el comité de ética de la Facultad de
Medicina.

Libertad de salir del estudio en el momento en que la participante lo
decidiera.

Para la recoleccidon para la toma de la muestra y entrevista, se utilizd6 un
ambiente privado acorde a las posibilidades de los centros asistenciales.

La confidencialidad en el manejo de los resultados.

Condiciones de Bioseguridad

La recoleccion de muestras bioldgicas siguid medidas rigurosas de asepsia
de acuerdo a lo requerido para el estudio.

Descarte e Incineracién de las muestras bioldgicas al final del estudio para

evitar contaminacion del medio ambiente y del personal de laboratorio.

Beneficios a las pacientes:

>

Entrega de diagndstico gratuito inmediato de la prueba rapida
inmunocromatografica.

Toda paciente que resultara positiva a la prueba rapida
inmunocromatografica recibio tratamiento por parte del centro de salud y
hospital de la ciudad.

Notificacion de resultados de PCR a las pacientes positivas.
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Manejo de Muestras:

Se colectaron 300 muestras cervicales. A 299 se les realizé la prueba
inmunocromatogréfica porque una de las muestras fue insuficiente. Por razones
economicas, 200 fueron analizadas con PCR. Se analizaron 200 con PCR, se
incluyeron las 10 positivas por prueba rapida y luego se agregaron las demas
hasta completar las 200. De modo que para el calculo de la frecuencia de
infeccion por Chlamydia trachomatis y el andlisis estadistico de las variables socio-
demograficas y gineco-obstetras sélo se tomaron en cuenta las 200 muestras
analizadas con PCR.

Se obtuvieron dos muestras en una misma paciente, debido a que los diferentes
métodos  utilizados asi lo requerian, Primera muestra: Prueba
Inmunocromatografica (ICT): Para la identificacion de Chlamydia trachomatis, se
utilizd una prueba basada en un principio inmunocromatografico de (Cypress
Diagnostics, Bélgica. (ver anexos). Segunda muestra: Pruebas Moleculares: Esta
fue introducida en un tubo eppendorf, conteniendo 1 ml de PBS para la extraccion
de ADN vy el posterior andlisis de las pruebas moleculares en el laboratorio de
biologia molecular de la facultad de Microbiologia de la Universidad Nacional de
Honduras.

Transporte de las muestras al Campus Medico: Las muestras fueron trasladas en
un contenedor debidamente provisto de bolsas de hielo, éstas fueron trasportadas
al laboratorio del Microbiologia y Parasitologia de la Facultad de Medicina de la

UNAN-Ledén y guardadas a -20°C, hasta el momento de su andlisis.

Extraccion de ADN: La extraccion del ADN fue llevado a cabo en 2 grupos : En
Nicaragua y Honduras se purificé una parte de las muestras, usando el protocolo
de BOOM, et al 1990 [ 2y el kit comercial de QIAGEN en ambos paises. (Ver

anexos)

Transporte de las muestras a Honduras:
El trasporte de las muestras y el ADN previamente extraido, fue cuidadosamente

transportado en un termo provisto de bolsas de hielo, debidamente etiquetadas
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para evitar contaminacion y la pérdida de éstas, una vez arribaron a Honduras,
fueron transportadas de manera inmediata al laboratorio de la universidad y
almacenadas a -20°C para su posterior analisis.

Deteccidon de Chlamydia trachomatis por el método de Reaccion en Cadena
de la Polimerasa (PCR):

Se utilizo el kit comercial Ct-DT assay (Labo Medical Products BV, Riswijk, The
Netherlands). El kit proporciona la Mescla maestra cuyas cantidades son
desconocidas, por ser de uso restringido.

La mescla maestra contiene iniciadores biotinilados que estan focalizados en
amplicones que delimitan y detectan una region de 89pb del plasmido criptico y
165pb del gen Omp1l de Chlamydia trachomatis. Ademas, proporciona el control
positivo, un tubo con 1.4ml de ADN del serovar L2. A cada vial, se agreg6 40ul
de Mescla maestra y se afadio 10 ul de muestra a cada tubo, para obtener un
volumen final de 50ul; estos se colocaron en el termociclador marca comercial
Applied, previamente programado (Ver anexos).

Posteriormente los productos amplificados se les realizo electroforesis en gel de
agarosa al 2.5 %, a 100 vol por 60 minutos, sobre lampara de UV, previo tefiido

con bromuro de etidio.

PCR en Tiempo Real: Con el propdsito de verificar a las cuatro muestras
positivas analizadas con PCR convencional, también se realiz6 un PCR en Tiempo
Real (RT-PCR), se utilizd6 un kit (DIA-CT-O50) de venta comercial de la casa
Diagenode’s C. trachomatis Real Time PCR. El blanco de C. trachomatis fue
detectado por fluorescencia de 520nm haciendo uso de un ligthcicler Tagman

master 2.0.

Caracterizacion de serotipos de Chlamydia trachomatis:

Se utilizé el kit comercial para la caracterizacion de Chlamydia trachomatis, Ct
Genotyping RHA kit (Ct-DT) (Labo Bio-medical products, Rijswijk, Netherlands),
con el principio de la hibridizacién reversa (RHA). Desnaturaliza amplicones

biotinilados, como resultado de la amplificacion y detecciéon de regiones del
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plasmido criptico y del gen Omp1l con un amplio espectro de iniciadores, que son
hibridizados con sondas de oligonucleétidos especificos, los que son inmovilizados
sobre tiras de membrana en lineas paralelas.

La presencia o ausencia de color en las tiras del kit, significa positividad o
negatividad de serotipo, el desarrollo de color en el plasmido criptico confirma la
presencia de C. trachomatis, la tira muestra una linea de conjugado que sirve
como un control para la prueba, si ésta aparece sin color significa que la muestra

gueda invélida. (Ver anexos)

Andlisis de los datos: Los datos recolectados fueron procesados con el
programa estadistico SPSS version 18, se hizo analisis descriptivo simple de las
diferentes variables y se utilizd6 la prueba exacta de Fisher para determinar

diferencias significativas entre las categorias de las variables. (Ver anexos)

Manejo de la muestra

Nicaragua

Se tomaron 2 muestras del cérvix uterino de

300 pacientes.
paTlen es Honduras

Prueba rdpida inmunocromatografica, utilizo hisopo de

algododn, se analizaron 299 muestras.

Extraccion de ADN por métodos de BOOM'S Y Cols y por método de QUIAGEN.

Pruebas moleculares, se utilizo un citocepillo, se
realizaron 200 muestras con PCR convencional

Solamente 4 muestras resultaron positivas con PCR
convencional

4 muestras positivas confirmadas con PCR Tiempo Real

A las 4 positivas se les realizo la caracterizacién de
serotipos
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Operalizacion de las Variables

Variables Concepto Escala
Presencia de la bacteria | Positivo
Infeccion por Chlamydia | en el cérvix uterino. Negativo
trachomatis
Deteccidn de anticuerpos | Positivo: presencia de

Prueba Réapida

contra Chlamydia
trachomatis. que emplea
tiras

inmunocromatograficas

colorenlabanda T
Negativo: ausencia de la
banda.

Prueba de PCR:

(Reaccion en cadena de

la Polimerasa)

Positiva: si presenta

bandas de igual peso
molecular que el control
positivo.

Negativa: la ausencia de

ésta.

Tiempo transcurrido en | 15a 19

Edad afos desde el nacimiento | 20 a 29

hasta el dia de la|30a39

encuesta. 40 a 49

Procedencia Lugar donde viven las | Urbano
pacientes. Rural

Estado civil Estado que describe a la | Casada

paciente en su condicion | Soltera

civil. Acompafiada
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Otros

Escolaridad ARos de estudios | Primaria
aprobados al momento | Secundaria
de acudir a la consulta. Técnica

Profesional
Otros
Ocupacion Labor que desempefa | Estudiante

regularmente y obtiene

un ingreso monetario.

Ama de casa
Trabajadora sexual
Otros

No. de Embarazos

Numero de veces del
proceso en el que crece y
se desarrolla el feto en el

interior del Utero.

0aZ2
3a5

6 a mas

Aborto

Pérdida espontanea del

feto.

Ninguno

1 o0 mas

IVSA

Edad en que dio inicio a

su vida sexual activa.

11 a 19 afios

Mas de 19 afos

Numero de compafieros

sexuales

Cantidad de compafieros
sexuales tanto parejas
formales como

informales.

la?
Mas de 2

ITS

Haber padecido o]
padecer de alguna
infeccion de transmision

sexual.

Si
No

Uso de conddén

Barrera de proteccion

durante el acto sexual.

Si
No
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Resultados

Entre Agosto y Octubre del 2011 se colectaron 300 muestras cervicales de
mujeres en edad reproductiva. De las 299 muestras analizadas con la prueba
rapida inmunocromatografica 10 fueron positivas para C. trachomatis
correspondiendo al 3.3% y de 200 muestras analizadas por la PCR cuatro
resultaron positivas, para un 2 %. Las cuatro muestras positivas por PCR fueron

confirmadas con la técnica de PCR en Tiempo Real. (Tabla 1)

Tabla 1. Frecuencia de infeccion por Chlamydia trachomatis segun el diagnostico
utilizado, en mujeres atendidas en el Hospital y Centros de Salud de Ledn.

Positivo Negativo
Método Frec % Frec % Total
Pruebarapida 10 3.3 289 96.7 299
PCR 4 2.0 196 98.0 200

Al analizar la distribucion de la infeccion por C. trachomatis segun las variables
epidemiologicas estudiadas, se encontré que del total de cuatro muestras positivas
dos correspondian al grupo de 40-49 afos, con un porcentaje de 4.8%, una del
grupo de 15 a 19 afios, con un porcentaje de 3.6% Yy una al grupo de 20-29 afios,
con un porcentaje de 1.3%. De 29 pacientes de procedencia rural una fue positiva
lo que representa un porcentaje de 3.4% y en 171 pacientes de procedencia
urbana habian tres positivas, con un porcentaje de 1.8%.

Del mismo modo, tres positivas eran de estado civil acompafadas, con un
porcentaje de 3.3% y una positiva con el 100.0% que correspondia a la categoria
de otros, en esta categoria s6lo habia una paciente. En cuanto a la escolaridad,
tres muestras positivas correspondian a secundaria, con un 3.2% y una para la de
primaria con 1.7%. En la prueba exacta de Fisher no se encontraron diferencias

significativas entre las categorias de las variables socio-demogréficas. (Tabla 2)
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Tabla 2. Frecuencia de infeccién por C. trachomatis, detectada por PCR, segun
diferentes variables socio-demograficas de mujeres atendidas en el Hospital y
Centros de Salud de Leon.

PCR (n=200)
Negativo Positivo
Valor

frec % frec % Total P
Edad
15-19 17 94.4 1 3.6 18
20-29 76 98.7 1 1.3 77
30-39 63 100.0 0 .0 63
40-49 40 95.2 2 4.8 42
Total 4 200 .125
Procedencia
Rural 28 96.6 1 3.4 29
Urbana 168 98.2 3 1.8 171
Total 4 200 .468
Estado civil
Acompafiada 87 96.7 3 3.3 90
Casada 64 100.0 0 0 64
Soltera 45 100.0 0 .0 45
Otros 0 .0 1 100.0 1
Total 4 200 .013
Escolaridad
Primaria 59 98.3 1 1.7 60
Secundaria 91 96.8 3 3.2 94
Universitaria 25 100.0 0 0 25
Técnica 12 100.0 0 .0 12
Otros 9 100.0 0 .0 9

En cuanto a la distribucion de la infeccion por C. trachomatis de acuerdo a la
historia sexual de las pacientes se encontr6 que tres de las cuatro pacientes
positivas tenian un inicio de vida sexual activa entre 11 a 19 afios, con un
porcentaje de 1.9%. Todas las muestras positivas habian tenido uno a dos
compafieros sexuales, con un porcentaje de 2.5%. En relacién al uso del condén
tres de las positivas afirmaron no usarlo, lo que representa un porcentaje de 1.8%

y la totalidad de las positivas no tenian otra enfermedad de transmision sexual,
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con un porcentaje de 2.3%. La prueba de Fisher mostr6 que no habia diferencia

significativa entre las categorias de cada variable. (Tabla 3)

Tabla 3. Frecuencia de infeccion por C. trachomatis de acuerdo a la historia
sexual de las pacientes atendidas en el Hospital y en centros de Salud de Leon.

PCR (n=200)
Negativo Positivo
Valor
frec % frec % Total p
IVSA
11a19 154 98.1 3 1.9 157
mas 19 42 96.7 1 2.3 43
Total 200 1.000
n de comparferos sexuales
la2 156 975 4 2.5 160
mas de 2 40 1000 O .0 40
Total 200 .551
Uso se conddn
Si 35 97.2 1 2.8 36
No 161 98.2 3 1.8 164
Total 200 .551
Presenciade ITS
Si 25 1000 O .0 25
No 171 97.7 4 2.3 175

De acuerdo a la distribucion de la infeccion por C. trachomatis segun las
caracteristicas gineco-obstétricas, de 12 embarazadas so6lo una resultd positiva
8.3% y de 188 no embarazadas; tres, eran positivas, lo que representa un 1.6%.
De 71 pacientes que tuvieron de tres a cinco embarazos, tres, eran positivas para
un porcentaje de 4.2% y de 48 pacientes con uno o mas abortos dos, eran
positivas lo que representa un porcentaje de 4.2%. Al efectuar la prueba exacta de
Fisher no se encontraron diferencias significativas entre las categorias de cada
variable. (Tabla 4)
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Tabla 4. Frecuencia de infeccidon por Chlamydia trachomatis de acuerdo a las
caracteristicas gineco-obstetricas de las pacientes atendidas en el Hospital y
Centros de Salud de Leon.

PCR  (n=200)

Negativo Positivo
Valor
frec % frec % Total P
Embarazo
Si 11 91.7 1 8.3 12
No 185 98.4 3 1.6 188
Total 200 221
N de embarazos
0aZ2 117 9.2 1 .8 118
3ab 68 958 3 4.2 71
6 a mas 11 1000 O .0 11
Total 200 .323
Abortos
Ninguno 150 98.7 2 1.3 152
1 amas 46 958 2 4.2 48

Caracterizacion de las muestras positivas para Chlamydia trachomatis

En la caracterizacidén de serotipos, la muestra (56PS) presento el serotipo B/Ba, la
(187MB) presentd mezcla de los serotipos C, H, I/la, J, K y serovariante J*/L3), la
muestra (230PMN) tuvo mezcla de los serotipos C, H 1/la y en la cuarta
(221HEODRA) no se identificd ningun serotipo. (Tabla 5)
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Tabla 5. Serotipos encontrados en 4 muestras PCR positivas.

Serotipos

Cédigos de las muestras analizadas

56 PS

187 MB

221
HEODRA

230 PMN

Plasmido criptico
Serogrupo B
Serotipo B/Ba
Serogrupo C
Serotipo C
Serotipo H
Serotipo l/la
Serotipo J
Serovariante J*/L3
Serotipo K
Ninguno
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Discusioén

Chlamydia trachomatis en una bacteria considera en la actualidad como la causa
maés frecuente de infecciones de transmision sexual a nivel mundial 2.

En Nicaragua es muy poco lo que se conoce sobre la frecuencia de las infecciones
causadas por este agente en la poblacion en general; el diagnéstico actual es
meramente clinico, por lo que no hay informacion actualizada sobre: frecuencia,
serotipos y factores asociados con la infeccion. El presente estudio es el primero
en reportar los serotipos circulantes de Chlamydia trachomatis en el grupo de

mujeres estudiadas.

En el presente estudio se encontré una prevalencia de infeccion por Chlamydia
trachomatis del 2%, esta prevalencia es mucho menor que la encontrada en otros

[21]

estudios realizados en paises como: Finlandia con 90% '“*, Costa Rica con el

14.2% 2y 14,7% 23 Brasil con el 31% ?*y 10% *° Amsterdam con 21.5% [#°)

[27] 28 " India con

Centro Ameérica con el 20.1% ““, Iran con prevalencia del 17%
15.85% 1?1, México con 15% % Venezuela con 10.4% B! Estados Unidos con el
16.7% 1*? Honduras present6 el 6% *3!y en otros paises de Europa la prevalencia

varia entre 8% a 6% =,

Por otra parte, estudios realizados en otros paises la prevalencia es similar a la
encontrada en este estudio. Estas prevalencias han sido consideradas por
algunos autores como prevalencias bajas, siendo estos paises: Colombia con
5.0% B4 Brasil en 2005 y 2006 con prevalencia de 4.0% B, Chile con prevalencia

de 4.7% 1 Italia 2.7% ¥, Pert con 2.78% 7 y Barcelona, Espafia con 0.98% 132,

En comparacion con otros estudios nacionales, la prevalencia encontrada en el
presente estudio es igual a la reportada por Hermann et al. !, en 1993, en
mujeres de varios departamentos atendidas en la rutina. Pero es menor que la
prevalencia de 4.1% encontrada en otro estudio efectuado en el afio 2000 en
mujeres en edad reproductiva, que asistian a la consulta de clinicas para la

deteccion de infecciones de transmision sexual .. En este caso se tiene que tomar
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en cuenta que el grupo de mujeres participantes en dicho estudio asistieron a
clinicas para la deteccion de ITS, por lo tanto; son un grupo considerado de alto

riesgo.

La técnica de referencia para el diagnostico de C. trachomatis sigue siendo el
cultivo. Pero su alto costo y la necesidad de laboratorios altamente especializados,
no permitieron su utilizacion en este estudio. Sin embargo en los Ultimos afios se
han desarrollado técnicas tanto de pruebas inmunocromatografica como de PCR,
gue conservan altos porcentajes de sensibilidad y especificidad.

La PCR utilizada en éste estudio tiene una sensibilidad y especificidad alta, es de
venta comercial, facil de realizar puesto que estd compuesta de una mezcla
maestra y un control interno que proporciona el Kit, pero tiene un alto costo, lo que
la hace poco accesible para paises como Nicaragua. En nuestro medio puede ser

utilizado para estudios epidemioldgicos o para evaluar programas de intervencion.

En cuanto a la distribucion de la infeccién por grupo de edad, en el grupo mas
joven se presentd solo un caso mientras que en el grupo de mayor edad se
presentaron dos casos de un total de cuatro positivos. El poco nimero de casos
positivos hace dificil conocer la distribucion real de la infeccidon en los grupos de
edad. En Nicaragua Herrmann et al. ! encontraron una prevalencia de C.
trachomatis de 8% en mujeres adolescentes y segln Claeys P, et al. ! que las
edades mas jovenes eran un factor de riesgo para la infeccién. De modo similar en
Venezuela, Arraiz N et al. B! encontré que la mayor prevalencia de infeccién

ocurrié en el grupo de 20 a 30 afios de edad.

Las cuatro pacientes positivas en este estudio habian iniciado su vida sexual entre
de los 11 y 19 afios de edad, estaban acompafiadas, habian tenido mas de un
compafiero sexual, no utilizaban condén y tenian al menos la primaria cursada.
Sin embargo no se encontr6 diferencia significativa con los grupos de

caracteristicas diferentes. Segun la literatura revisada % % |as pacientes que
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presentan las caracteristicas antes mencionadas, tienen alto riesgo de contraer
una infeccion por Chlamydia trachomatis.

En el presente estudio se nota que hay esta tendencia pero no se puede confirmar
estadisticamente por lo reducido de muestras positivas. Por lo tanto, se debe tener
precauciéon de no extrapolar sus resultados a otras poblaciones. Un estudio similar

con una muestra mayor y mas representativa del pais puede resolver esto.

De 12 mujeres embarazadas incluidas en el estudio, una resulté positiva 8.3%. En
comparacion, en estudios anteriores efectuados en Nicaragua con embarazadas,
se reportaron prevalencias de infeccién por C. trachomatis de 16 a 25.9% *°. De
modo similar, en un estudio realizado en Chile la prevalencia fue de 19% B%. Esta
disparidad puede deberse al pequeiio niumero de embarazadas incluidas en el
presente estudio y a que en los estudios mencionados se emplearon métodos de

diagnosticos de menor especificidad que el PCR.

El estudio realizado también tuvo como objetivo conocer los serotipos que circulan
en nuestro medio, puesto que actualmente en Nicaragua no se conoce la

epidemiologia de éstos.

Actualmente las cepas de C. trachomatis se encuentran agrupadas en tres
grandes sero-grupos o bio-grupos que su vez se dividen en 19 serotipos. Estos
incluyen el serogrupo B, que contiene al los serotipos: B/Ba, D/Da, E, L1, Loy L.a
serogrupo C contiene los serotipos: A, C, H, l/lla, J, K y Ls ElI serogrupo

g [114.15]

indeterminado contiene los serotipos F, G/G Los serotipos comunmente

asociados con tracoma incluyen: A, B/Ba y C. Los serotipos B y C raramente son

detectados en el tracto urogenital % 14151,

Los serotipos de las infecciones de transmision sexual no invasiva, comiunmente
se encuentran en el tracto urogenital e incluso pueden ser detectados en el tracto
respiratorio de nifios son: D/Da, E, F, G/Ga H, I/la, J, y K ™. Los serotipos
invasivos causantes de linfogranuloma venéreo también de transmision sexual

como son el serogrupo L1, L2/L2a y L3, son detectados en el recto y ndédulos
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linfaticos inguinales, y son asociados a linfoadenitis supurativa, Linfogranuloma

venéreo y proctitis hemorragica 01214.15]

Los serotipos encontrados en el presente estudio fueron los serotipos B/Ba, C, H,
I/la, J, K y serovariante J*/L3, que son propios del tracto genitourinario, de
transmision sexual y serovares poco frecuentes en el mundo. Estos presentaron
caracteristicas de frecuencia, poco comun. Es decir, Los serovares de mayor
prevalencia en el mundo son los serotipos D, E, y F. Entre los paises
latinoamericanos como, Costa Rica, Quit K, et al % encontraron que el serotipo E
fue el mas comun (31%) seguido por los serotipos F y D (21% en ambos) y el
serotipo | (15%). Y en otro estudio, en el mismo pais Porraz C, et al *? observé
gue el serotipo E fue el mas comun 4.3% seguido por el serotipo F 3.0%, serotipo
D/Da 2.9% y serotipo I/la 2.1%.

De modo similar, en Australia, Bandea C, et al ! encontraron que el serotipo E
(48.9%), seqguido del F (22.2), J/Ja (11.1%), D/Da (8.9%), G (6.7%), y el k con
(2.2%). Y en Colombia, et al los serotipos mas comunes fueron el D (22.2%), F
(18.5%) y G (13.6%) B4 En un estudio ! se sugiere que estos serotipos se
detectan con mas frecuencia porque las infecciones que causan son mas

persistentes.

Sobre los serotipos encontrados en el presente estudio no se pueden hacer

comparaciones por el reducido niumero de muestras positivas.

Una segunda caracteristica que presentaron los serotipos encontrados en nuestro
estudio, es que dos de cuatro muestras positivas presentaron multiples serotipos,
llegando a contarse hasta seis en una sola muestra, siendo todos serotipos de
transmision sexual, no invasivos, poco frecuentes en el mundo pero, propios del

tracto genitourinario.

En diversos estudios se han reportado mezclas de serotipos, en una pequefia

proporcién de las muestras. Estudios en Costa Rica "% encontraron multiples
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serotipos de C. trachomatis, sin ningun patron evidente en 14 de un total de 806
muestras positivas. En Holanda y en Uganda la frecuencia de serotipos mixtos fue
de (4%) ™. No hay una explicacién definitiva sobre las mezclas de serotipos. En
un estudio “? los autores, sugieren que la multiplicidad de serotipos en las

muestras se debe a exposicion a multiples parejas sexuales.

Por otra parte, otros autores ™ sugieren que la diferencia en detectar infecciones
multiples, podria deberse a una sobreestimacion de la presencia de multiples tipos
como resultado de la ausencia de sondas especificas para nuevos variantes.
Ademas, sefialan que en las muestras clinicas pueden estar presentes otros sero-
variantes de los serotipos incluidos en la prueba que no se han caracterizado y
gue esto podria dar origen a resultados aberrantes en la tira de hibridizacion
reversa. A este respecto, los autores sugieren que las infecciones mixtas de
serotipos que pertenecen al mismo serogrupo sean verificadas por analisis de

secuencia.

En una de las muestras positivas, no se detectd ningun serotipo, a pesar de que el
control del conjugado dio reaccion positiva, indicando que el procedimiento fué
correcto. Esto podria deberse a una muestra de ADN insuficiente o bien , como

(40]

sugieren otros autores por una variacion de secuencia en la region del blanco

del primer o por inhibicion de la amplificacion del gen omp1l en la PCR.

Es decir; cada célula de C. trachomatis contiene 10 a 20 copias del plasmido
criptico, pero s6lo una del gen ompl. Si el ADN aislado contiene una
concentracion muy baja del AND del microorganismo, es posible que solo este
incluido el DNA del plasmido pero no el ADN gendmico. Y por lo tanto el PCR dara
positivo solo la porcion del pladsmido. Otra explicacion de estos autores esta
relacionada con una variacion del muestreo. Por lo que cuando las muestras
contienen un numero muy bajo de moléculas de ADN o cuando se usan muestras
de materiales clinicos heterogéneos como hisopados cervicales, muestras de la

conjuntiva o biopsias podrian tenerse este tipo de resultados.
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Los datos presentados en el presente estudio son representativos Unicamente de
la poblacién estudiada, es decir, de las mujeres que acudieron a realizarse la
prueba de Papanicolaou y por tanto, no son extrapolables a la poblaciéon general.
Acerca de las variantes seroldgicas de C. trachomatis, en Nicaragua es muy poco
lo que se conoce. Por lo que el presente trabajo cumple con los objetivos
planteados revelando las primeras pistas sobre la diversidad de serovares en las
infecciones genitales y constituye un punto de referencia para futuros estudios.
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Conclusiones

Se encontrd una frecuencia del 2% de infeccion por Chlamydia
trachomatis.

La infeccion por C. trachomatis es observo en los grupos de 15a 19,y 40 a
49 afios de edad, en pacientes con nivel de educacién secundaria, inicio
temprano de vida sexual activa, con uno a dos comparieros sexuales y que
no usaban condon.

En cuanto a las caracteristicas gineco-obstétricas, la mayor frecuencia de
infeccion se encontré en las mujeres no embarazadas, con historia de tres a
cinco embarazos y con uno o mas abortos.

Se identificaron siete serotipos causantes de ITS no invasiva. Dos de las
muestras, mostraron la presencia de los serotipos: C, H, I/la, J, K y
serovariante J*/L3. El serotipo B/Ba fue encontrado como infeccion
simple y una muestra no fue positiva a ningun serotipo.

Se encontro diferencia diagndéstica entre la prueba inmunocromatografica y
la prueba de PCR.
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Recomendaciones

1) Se recomienda realizar estudios epidemiolégicos, para determinar si las
tendencias de los hallazgos observados en el presente estudio, tienen
efecto en la incidencia de la infeccién por C. trachomatis.

2) Considerar la utilidad practica de las pruebas inmunocromatografica en el

manejo clinico de las pacientes con infecciones urogenitales.
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UNIVERSIDAD NACIONAL AUTONOMA DE NICARAGUA
UNAN-LEON
Facultad de Ciencias Medicas Departamento de Microbiologia
Maestria de Microbiologia Médica

Centros de Salud y Hospital Oscar Danilo Rosales

Consentimiento Informado, voluntario para la participante

Frecuencia de infeccion cervical por Chlamydia trachomatis en mujeres
en edad reproductiva que asisten a la consulta ginecologica en centros
de salud y el hospital Oscar Danilo Rosales de la ciudad de Ledn.

La Clamidiasis es una infeccion de transmision sexual (ITS) de origen bacteriano, Su
agente causal es la Chlamydia trachomatis, germen que vive en forma obligada dentro de
las células (parasito intracelular) y afecta especificamente al ser humano, requiriendo
células vivas para su supervivencia. Existen factores asociados que incrementan el riesgo
de infeccidn como: Adolescencia, juventud, multiples parejas sexuales y uso de medidas
contraceptivas.

En la mujer el sitio mas cominmente colonizado es el cuello uterino, causando un proceso
inflamatorio que se manifiesta por secrecion muco-purulenta (flujo) o sangrado y dolor
después de las relaciones sexuales.

La Enfermedad Inflamatoria Pélvica (EIP) puede causar dafio permanente a las trompas de
Falopio, al utero y a los tejidos circundantes. El dafio puede llegar a causar dolor pélvico
cronico, infertilidad y embarazo ectépico (embarazo implantado fuera del utero), el cual

puede causar la muerte.

De antemano le agradecemos por tomarse su tiempo y leer la informacion

Usted, Esta siendo invitada a participar en un estudio para determinar de infecciones
causadas por Chlamydia trachomatis. Se le pide por favor lea con mucho cuidado la hoja de
informacion, tiene derecho a hacer cualquier pregunta si no le entiende o si desea mas
informacion. Esta informacion es valiosa para mejorar la salud sexual y ginecoldgica de las
mujeres en nuestro pais. Por lo que este estudio pretende aportar informacion actualizada
de la situacién epidemiolégica de esta enfermedad en nuestra medio.

Objetivo principal del estudio: Determinar la Frecuencia de las infecciones cervicales
por Chlamydia trachomatis en mujeres en edad reproductiva que asisten a la consulta
ginecoldgica de centros de salud y hospital Oscar Danilo Rosales de la ciudad de Ledn.
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Participacion:

Su participacion es completamente voluntaria, una vez que reciba la informacién sobre el
estudio, y decida no participar, es libre de hacerlo, simplemente no firme el documento y se
puede retirar sin darnos ninguna justificacion.

Es importante que conozca que este estudio ha sido aprobado por la direccién de la
Facultad de Medicina de la UNAN- Ledn y aceptado por el comité de ética de dicha
institucién, se llevara a cabo conforme leyes Nicaraglienses y normas internacionales para
la realizacién de estudios en seres humanos.

Si decide ser parte de nuestro estudio, le pedimos contestar un formulario clinico el cual
contiene preguntas sencillas, pero basicas para el estudio y firmar su consentimiento
voluntario.

Confidencialidad de los resultados.

Todos los datos e informacion serén estrictamente confidenciales respetando su privacidad.
Estos seran guardados en papel y computadora. Ademas archivados y revisados solo para la
evaluacion de los mismos. Estaran a cargo del investigador principal y se archivaran por el
tiempo que sea necesario para el estudio, no seran de acceso a nadie ajeno al estudio.

Con su firma esta aceptando participar en el estudio, nos autoriza de manera voluntaria al
uso de sus datos. Ademas declara que fue informada de la naturaleza del estudio y de los
objetivos de este.

Beneficios. Las pruebas de laboratorio seran completamente gratis, recibira el resultado
rapido de laboratorio una vez analizada la muestra, estas pruebas nos brindaran informacion
de su condicion de salud y diagnostico de la enfermedad.

Donde Localizarnos:

Para cualquier problema o informacién adicional que requiera acerca del estudio, puede
contactarnos en el Campus Médico con el encargado del estudio Dr. Félix Espinoza a el
telefono: 2311 4646. 6 bien con la Lic. Nadia Lariza Flores al teléfono: 86444293.

Participante No.

Nombre del Centro de salud
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Nombre de la participante Fecha Firma
Nombre de la persona que llena el consentimiento Fecha Firma
Investigador principal Fecha Firma
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Encuesta

UNIVERSIDAD AUTONOMA DE NICARAGUA
UNAN-LEON

Facultad de Ciencias Medicas Departamento de Microbiologia
Maestria de Microbiologia Médica
Centros de Salud y Hospital Oscar Danilo Rosales

Frecuencia de infeccion cervical por Chlamydia trachomatis en
mujeres en edad reproductiva.

Fecha: / /2011 Ficha #:

Puesto Médico que refiere:

Nombre y Apellidos:

Direccion:

Teléfono: Celular:
Fecha de nacimiento: Edad:
Procedencia: Urbano Rural:
Estado civil: Cuél

Escolaridad: Primaria Secundaria__ Técnica
Universitaria__ Otros

Historia Reproductiva

IVSA: No de Embarazos.

Embarazo: Si: No: Aborto
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Historia sexual de las pacientes

NUmero de compafieros sexuales:

Uso de Condén: Si

Ha padecido de infecciones de transmision sexual:

Si No

Resultado del test de Chlamydia
Positivo:

Observaciones:

Negativo:

Suspension tubo falcon (PBS): Si
PCR:

Firma del encargado:

No
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Procedimiento de Prueba inmunocromatografica
Procesamiento la muestra:

Introducir el espéculo y revisar el aspecto fisico del cérvix, con un hisopo de algoddn

limpiar el exceso de moco cervical y proceder a extraer la muestra cervical.

2) Tomar el aplicador de carbén proporcionado por el kit de Chlamydia Ag (Cypress
Diagnostics) introducirlo un 1cm en el endocervix y extraer células del epitelio
endocervical, rotando el aplicador suavemente por 15 a 20 segundos.

3) Dentro de un pequefio tubo de extraccion debidamente etiquetado que es proporcionado
por el kit de Chlamydia, agregar 6 gotas del reactivo de extraccion A.

4) Extraer por 2 minutos a temperatura ambiente, moviendo gentilmente el hisopo en

circulos contra las paredes del tubo de extraccion.
5) Una vez pasaron los 2 minutos de extraccion, agregar 6 gotas del reactivo B.

6) Presionar el hisopo contra las paredes del tubo de extraccién procurando eliminar el
mayor liquido posible de este, Descartar el hisopo segun lo estipulado para el manejo de

agentes infecciosos y colocarle un tapon al tubo de extraccion.

8) Luego de seguir cuidadosamente las instrucciones para la extraccion. Quitar la cubierta

de aluminio que protege la prueba inmunocromatografica y rotularlo debidamente.

9) Mover gentilmente el tubo de extraccion y verter 3 gotas (aproximadamente 150ul) en el

pocillo marcado con S de la prueba.

10) Esperar 10 minutos antes de leer la prueba. Una vez pasado el tiempo, observar la
presencia 0 no de bandas de colores, dentro del pocillo marcado con T y C

respectivamente.

11) Escribir el resultado de la prueba inmunocromatogréafica en la hoja de datos clinicos de

cada paciente.

12) Entregar el resultado a la paciente.

54



Interpretacion de resultados:

Los resultados tanto positivos como negativos dependerén de la cantidad de antigenos
de Chlamydia recolectados; por lo que los resultados pueden ser visibles pasado 1
minuto. Sin embargo se deberan esperar 15 minutos para descartar un resultado

negativo.

Interpretacion positiva: se interpretara como paciente positivo para Chlamydia, aquella
prueba donde las bandas T y C resulten coloreadas, el color de la linea T puede ser o no

intenso seré considerado positivo.

Interpretacion negativa: Sera negativo si Unicamente aparece coloreada la banda C y no

lanada T.

203 N

Muestra Negativa Muestra positiva

55



Departamento de Microbiologia y Parasitologia
Faculta de Ciencias Médicas, UNAN-Leo6n

Resultado de Chlamydia trachomatis

Puesto medico: Fecha: / /2011

Nombre:

Resultado:

Prueba inmunocromatografica para Chlamydia trachomatis:

Lic. Nadia Flores

56



Extraccion de ADN para PCR: Método de BOOM’S y Col 1990

Agregar 900 ul de buffer L6 en un tubo eppendorf de 1.5ml.
Agregar 40 ul de cuarzo de silica.
Agregar 140 ul de la muestra cervical.

A wnp e

Mezclar todos los componentes con el vortex e incubar por 10 min a temperatura

ambiente.

5. Centrifugar por 15 seg a 13 000 rpm y extraer el sobrenadante por succion;
procurando dejar el pellet de &cidos Nucleicos (NA)-silica.

6. Agregar 500 ul de buffer de lavado™ L2 “, suspender el pellet y centrifugar por 15
seg a 13 000 rpm y extraer el sobrenadante por succion.

7. Repetir el paso 6.

8. Agregar 500 ul de etanol al 70% (vol-vol), suspender el pellet y centrifugar por
15seg a 13000 rpm y extraer el sobrenadante por succion.

9. Repetir el paso 8.

10. Agreagar 500 ul de acetona, suspender el pellet y centrifugar por 15 a 13000 rpm y
extraer el sobrenadante por succion.

11. Secar el pellet a 56° C por 10 min en un bloque térmico, con tapa abierta.

12. Agregar 60 ul de buffer de elucion (agua) y agitar vigorosamente con vortex e
incubar por 56° C por 10 min.

13. Centrifugar por 2 min a 13000 rpm.

14. Guardar el sobrenadante que contiene el ADN bacterial a -70° C.

Nota: En cada uno de los lavados el pellet de silica debe estar completamente suspendido

en la solucion.
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Protocolo de extraccion de ADN método de QIAGEN
1) Colocar los reactivos a temperatura ambiente.
2) Colocar las Muestras a temperatura ambiente.

3) Enun tubo eppendorf agregar 25 ul de protein kinasa + 180 ul de lisis buffer y 200

ul de muestra.
4) Incubar la muestra a 56 °C por 10 minutos.
5) Agregar 200 ul de etanol al 100 % de vortex y 1 spin por 15 segundos.

6) En una columna debidamente rotulada agregue 500 ul de la mezcla y centrifugue a
8000 rpm por 1 minuto.

7) Descarte el tubo de coleccion y coloque uno nuevo.

8) Agregue 500 ul de buffer AW1 centrifugue a 8000 rpm por 1 minuto.

9) Descarte el tubo de coleccion y coloque uno nuevo.

10) Agregue 500 ul de buffer AW2 y centrifugue a 14000 rpm por 3 minutos.

11) Coloque la columna en un tubo eppendorf y agregue 150 ul de buffer de elucion
(AE).

12) Deje reposar por 1 minuto a temperatura ambiente.

13) Centrifugue a 8000 rpm por 1 minuto y guarde el ADN a -70 °C para su analisis

posterior.
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Programacion para el termociclador implementado por el Kit comercial
de amplificacion de Chlamydia trachomatis

procedimiento | Temperatura(°C) Tiempo # de ciclos
Activacion 94 9 minutos 1
ampliTagGol
PCR Ciclos
Desnaturalizacion 94 30 segundos
Hibridacion 60 45 segundos 40
Extension 72 45 segundos
Extension final 72 5 minutos 1
Temperatura final 10 10 segundos 0
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En la figura No. 10 Se muestra el resultado de uno de los analisis realizados a un
grupo de muestras, donde se puede visualizar los 2 productos de la prueba de
PCR. Uno de 86pb siendo este el plasmido criptico y el segundo que es de
165pb gen Ompl. Estas bandas fueron encontradas en cuatro muestras

ensayadas revelando la presencia de Chlamydia trachomatis.

Figura No. 10. Andlisis de PCR, mostrando una muestra positiva revelando los amplicones de
89pb y 165pb, los que nos muestran la presencia y positividad de Chlamydia trachomatis en dicha
muestra.
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Resultados de prueba de Caracterizacion de serotipos de

Chlamydia trachomatis.

Conjugate control
Cryptic plasmid
Serogroup B
Serogroup C
Serogroup |
Serovar A
Serovar B/Ba
Serovar C
Serovar D/Da
Serovar E
Serovar F
Serovar G/Ga
Serovar H
Serovar l/la
Serovar J
Serovar J*/L3
Serovar K
Serovar L1
Serovar L2/L2a
Serovar L3

ITH ]56PS

I T ¥ 1187 MB

] 221HEODRA

I T X ] 230 PMN
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Lista de Abreviaturas

Ct: Chlamydia trachomatis.

OMS: Organizacién Mundial de la Salud.
EIP: Enfermedad Inflamatoria pélvica.
FC: Fijacion del complemento.

MOMP: Siglas en Inglés (Mayor outer membrane protein) Proteina
mayor de membrana externa.

DVs: Siglas en Inglés (variable domains) Dominios variables

COMC: Siglas en Inglés (Chlamydial outer Membrane Complex)
Complejo de Membrana Externa de Chlamydia.

CE: Cuerpo Elemental.

CR; Cuerpo Reticulado

IFD: Inmunofluorescencia Directa.

LPS: Lipopolisacaridos.

HEODRA: Hospital Escuela Oscar Danilo Rosales.

ICT: Siglas en Inglés (Inmunochromatographic test) Prueba
Inmunocromatografica.

PCR: siglas en Inglés (Polymerase Chain Reaction) Reaccion en
cadena de la Polimerasa.
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