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Comunicacion breve
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Introduccidn. La infeccidn genital por Chlamydia trachomatis es una de las mas
frecuentes en el mundo. Cada afio se registran cerca de 85 millones de nuevos casos de
esta enfermedad, que cursa con graves complicaciones en la mujer y recién nacido.
Objetivo. Determinar las caracteristicas clinico-epidemiolégicas de la infeccion por C.
trachomatis en mujeres venezolanas sexualmente activas.

Materiales y métodos. Es un estudio descriptivo, transversal y de campo, sustentado en la
historia clinica y el examen fisico, la deteccién de infeccién con la prueba inmunoenzimatica
con anticuerpos policlonales anti-LPS y la confirmacién de los resultados con la de biologia
molecular. La muestra estuvo conformada por 100 mujeres sexualmente activas mayores
de 12 afos de edad, del estado Carabobo, Venezuela.

Resultados. La mayoria de las mujeres se encontraba entre los 20 y los 45 afos de edad.
En el 25 % de las mismas, se detectaron anticuerpos IgG anti-C. trachomatis y, en el 84 %
de estas, se confirm¢ la infecciéon mediante PCR; en ninguna de las mujeres se hallaron
anticuerpos IgM anti-C. trachomatis.

Conclusion. La infeccién crénica predomina en las mujeres entre los 20 y los 45 afos de
edad; la prueba inmunoenzimatica arrojé falsos positivos corroborados por PCR.

Palabras clave: Clamydia trachomatis; infeccién; inmunoglobulina M, inmunoglobulina G,
reaccion en cadena de la polimerasa; epidemiologia.

Detection of Chlamydia trachomatis infection in sexually active women in Venezuela

Introduction: Genital Chlamydia trachomatis infection is one of the most frequent in the
world; about 85 million new cases of this pathology are registered each year, which causes
severe complications in women and newborns.

Objective: To determine the clinical-epidemiological characteristics of C. trachomatis
infection in sexually active Venezuelan women.

Materials and methods: Descriptive, cross-sectional, and field study based on the clinical
history and physical examination, detection of infection with immunoenzymatic assay with anti-
LPS polyclonal antibody and confirmation of results with molecular biology test. The sample
consisted of 100 sexually active women over 12 years of age from Carabobo state, Venezuela.
Results: The women were mostly between 20 and 45 years old, in 25% of them I1gG
antibodies to C. trachomatis were detected and in 84% of these the infection was confirmed
by PCR, in none of the women IgM antibodies to C. trachomatis were found.

Conclusion: Chronic infection characterizes women between 20 and 45 years of age; the
immunoenzymatic test yielded false positives corroborated by PCR.

Keywords: Chlamydia trachomatis; infection; immunoglobulin M; immunoglobulin G; chain
reaction polymerase; epidemiology.

Clamidia trachomatis es una bacteria Gram negativa intracelular, de la
cual se han identificado 18 serotipos hasta ahora. Las mujeres infectadas con
esta bacteria pueden desarrollar sintomas muy leves o la infeccion genital
por C. trachomatis puede persistir durante meses o afios sin ser detectada,
hasta la aparicion, entre el 10 y el 40 % de los casos, de algunas de sus
complicaciones por ascenso de la bacteria en el aparato genital. En este
sentido, durante la gestacion, puede producir embarazo ectdpico, ruptura
prematura de membranas y abortos espontaneos repetidos; en el recién
nacido, ocasiona bajo peso al nacer, conjuntivitis, neumonia y aumento de la
mortalidad perinatal; y, en la mujer, puede llevar a enfermedad inflamatoria
pélvica e infertilidad (1-4).
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La infeccion genital por C. trachomatis es una de las mas frecuentes en
el mundo. Cada afno se registran cerca de 85 millones de nuevos casos, con
una prevalencia global que oscila entre el 4,4 y el 6,6 % con infecciones
recurrentes habituales (1-4). En Estados Unidos, se presentan anualmente
entre 4 y 5 millones de casos nuevos de infeccién por C. trachomatis, de los
cuales 2,6 millones ocurren en mujeres, 1,8 millones en varones y 250.000
en recién nacidos (2,5). Su costo estimado es de USD$ 2,4 billones (6) y se
atribuye al tratamiento de las secuelas, muchas de ellas irreversibles; por
tanto, se considera la infeccidn de transmisidén sexual mas costosa después
de la infeccion por HIV (2).

En Centroamérica, paises como Costa Rica reportan una prevalencia
de la infeccion hasta de 14,7 % en sujetos con factores de riesgo, pero
sin relacion entre la infeccion por C. trachomatis y el diagndstico clinico
sintomatoldgico, por lo que recomiendan implementar el diagndstico por
medio de pruebas de laboratorio (deteccion de antigenos o de acidos
nucleicos) (7-9). En Latinoamérica, mediante cultivos celulares de indculos
de muestras urogenitales, serologia o acido nucleico, la prevalencia de la
infeccion varia entre 6 y 40 %, con mayor incidencia en adolescentes y en
mujeres entre los 20 y los 25 afios de edad (1-4).

Infortunadamente, Venezuela, y especificamente el estado Carabobo, cuenta
con poca informacion epidemioldgica sobre esta infeccidn, por no considerarse
una enfermedad de notificacién obligatoria. Aunque se han hecho estudios,
estos se han dirigido a describir las complicaciones obstétricas (ruptura
prematura de membranas, amenaza de parto prematuro y trabajo de parto
prematuro) y de los lactantes menores de 6 meses (sintomatologia respiratoria o
visual) derivadas de la infeccion del cuello uterino por C. trachomatis (10-12), sin
considerar el escrutinio poblacional en mujeres sexualmente activas.

El objetivo del presente estudio fue determinar la infeccion por C.
trachomatis en mujeres sexualmente activas y describir algunas de sus
caracteristicas clinicas y epidemiolégicas, con el fin de mostrar la magnitud
real de la infeccion, porque el 90 % de las mujeres infectadas con este agente
patégeno pueden permanecer asintomaticas y, por lo tanto, con los datos
existentes se puede subestimar la verdadera prevalencia de la enfermedad
Yy, en consecuencia, incrementar la probabilidad de complicaciones como el
cancer de cuello uterino, debido a su capacidad para inducir metaplasia al
actuar como cofactor para el virus del papiloma humano (HPV) (13-15).

Materiales y métodos
Poblacion y muestra

Para el abordaje de la presente investigacion, se recurri6 al estudio
descriptivo, transversal y de campo. La muestra incluyé 100 mujeres, tamano
obtenido a partir de la frecuencia esperada de mujeres con infeccién por
C. trachomatis (tomada como referencia de los estudios en Suramérica)

(16) y del tamano de la poblacion femenina mayor de 12 afnos de edad y
sexualmente activa (con relaciones sexuales, al menos, una vez por semana).
Para el muestreo probabilistico se calculé el intervalo numérico para la
seleccion de la muestra y se incluyeron todas aquellas mujeres sexualmente
activas que, de forma voluntaria, aceptaron la realizacion de la historia
médica, el examen fisico y la toma de muestra sanguinea y de exudado
endocervical, y se excluyeron a las que tenian antecedentes de terapia
antibiética sistémica o local en los 30 dias previos a la evaluacion.
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Historia clinica y examen fisico

Antes de la elaborar la historia clinica, se obtuvo el consentimiento
informado de cada mujer previa explicacion de los objetivos de la
investigacion, asi como también de los padres o representantes legales de
las menores que participaron. También, se consiguio el aval del comité de
bioética de los centros hospitalarios donde fueron reclutadas las mujeres (en
el Ambulatorio Urbano Tipo Il Dr. Miguel Franco del municipio Naguanagua y
en el Hospital Gonzalez Plaza del municipio Valencia).

Se garantizé a cada participante la confidencialidad de la informacion
obtenida por medio de la historia clinica, el examen fisico y las pruebas de
laboratorio. En la historia clinica se incluyeron datos sociodemogréaficos como
edad, estado civil, estrato socioecondmico y nivel educativo, ademas de los
antecedentes ginecoobstétricos.

Segun la edad, se conformaron tres grupos etarios: adolescentes, entre
los 12 y los 19 afios de edad; mujeres en edad reproductiva, entre los 20 y
los 45 afos; y, mujeres menopausicas y mayores, entre los 46 y los 60 afos.
Para la clasificacion segun el estrato socioecondmico, se tuvieron en cuenta:
profesion y nivel de instruccion del jefe de familia, fuente de ingreso familiar,
comodidad de la vivienda y aspectos de la zona geogréfica donde se ubica
la vivienda; los estratos fueron cuatro: |, alta calidad de vida; Il, moderada
calidad de vida; lll, baja calidad de vida, y IV, pobreza extrema.

Toma de la muestra de sangre

De cada mujer se obtuvieron entre 2 y 3 ml de sangre, mediante
venopuncion con jeringa estéril. Las muestras sanguineas se colocaron en un
tubo de ensayo sin anticoagulante para separar el suero. Finalmente, el suero
de cada paciente se almacend a -80 °C hasta practicar las pruebas.

Toma de muestra cérvico-vaginal

Debido a que la bacteria infecta especificamente a las células columnares
y la infeccion es intracelular, las muestran se obtuvieron raspando el sitio
apropiado, el epitelio columnar del endocérvix, previa visualizacion del cuello
uterino con la ayuda de un espéculo, sin usar lubricantes. El hisopo se
introdujo en la cavidad vaginal hasta el interior del cuello uterino la distancia
suficiente para que no se vea la punta de algodén, y se hizo el raspado
riguroso del epitelio cervical, rotando por algunos segundos el hisopo. El
hisopo con el exudado endocervical se colocd en 2 ml de medio de transporte
de sacarosa-fosfato (2SP) en hielo, para ser congeladas a -80 °C.

Deteccion de infeccion por Chlamydia trachomatis
Estudio seroldgico

Se emplearon pruebas inmunoenzimaticas directas con anticuerpo
policlonal anti-LPS, por ser la molécula mas abundante en la pared de C.
trachomatis, donde un anticuerpo conjugado a una enzima cambia el color
de un sustrato, de incoloro a coloreado, fenémeno que fue medido en un
espectrofotometro. Estas pruebas incluyeron un reactivo bloqueador, y un
anticuerpo monoclonal anti-LPS para el epitopo al cual se une el anticuerpo
policlonal, con el fin de confirmar los resultados positivos. En este estudio,
se empleé un estuche comercial (BIOLINE Diagnostic Inc., USA) (17). Las
pruebas incluyeron controles negativos y positivos. La intensidad del color
generado es proporcional a la cantidad de anticuerpo de IgM especifica
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contra C. trachomatis, y se midié espectrofotométricamente a 450 nm, con un
espectrofotometro Titertek Multiskan™ (Phoenix Equipment Inc., USA).

Estudio de biologia molecular

Para la extraccion del ADN, la muestra se suspendioé en 1 ml de PBS.
Enseguida, se afadieron 100 pl de solucién tampdn proteolitica (320 mM
de sucrosa, 10 Mm Tris (pH=8), 5 mM de MgCl,, 1 % SDS y 40 mg/ml de
proteinasa K) a 100 pl de la solucién con el ADN. Después de la incubacién a
55 °C durante 2 horas, la solucién se mezclé con 200 pl de fenol equilibrado
y se centrifugd a 8.000g durante cinco minutos. La fase acuosa se mezclo
con 200 pl de cloroformo y se centrifugd de nuevo a 8.000g durante cinco
minutos. EI ADN se precipitd con 400 pl de etanol absoluto y acetato de sodio
2 M a -20 °C durante 1 hora. Después de secar los tubos, el ADN se precipitd
de nuevo con 100 pl de etanol al 70 % a -20 °C durante una hora y, después,
se disolvio en 50 pl de solucion tampdn TE. EI ADN extraido se almacend a
-20 °C hasta la practica de la prueba molecular.

Para la reaccion en cadena de la polimerasa (PCR), se emplearon las
secuencias de los cebadores de MWG-Biothech™, Alemania (KL 55 - TCC
GGA GCG AGT TAC GAGA; KL2 5AAT CAT TGC CGG GGATTG GT), cuyo
blanco de amplificacién es el plasmido ORF 2 de 7,5 kb y el tamafio de la
amplificacion es de 241 bp. La reaccién de amplificacion mdltiple se realizo
en un volumen de 25 pl que contenia: 0,2 mM de dNTP, 2,5 mM de 1,5 mM
MgCl,, 50 pmol de cada cebador, solucion tampon 1X de PCR, 3 pl de ADN.
y 1,6 U de Taq polimerasa. La reaccion se realizé durante 35 ciclos bajo las
siguientes condiciones: 45 s a 95 °C, 30 sa 50 °C y 45 s a 72 °C. Después del
ultimo ciclo, se hizo una etapa final de 10 minutos a 72 °C para completar la
elongacion. Los productos de amplificacion se visualizaron y fotografiaron bajo
luz ultravioleta después de la electroforesis durante 45 minutos a 100 V en un
gel de agarosa al 1 % con bromuro de etidio (18,19).

Analisis estadistico

La informacion obtenida se procesé en una base de datos y se analizdé
con el programa SPSS™, version 20 (IBM, Armonk, New York) para las
evaluaciones de tipo estadistico. De las variables categéricas, se obtuvieron
las frecuencias y proporciones, se estimé la prevalencia y se calcularon los
intervalos de confianza de 95 % binomiales correspondientes. Se realizé
inferencia estadistica entre variables de interés, con la distribucién de ji al
cuadrado en la prueba de hipdtesis.

Resultados

De las 100 muestras examinadas de mujeres sexualmente activas, el 63 %
se ubicaba en el grupo de edad comprendido entre los 20 y los 45 afos (etapa
reproductiva), el 29 % de ellas se encontraba ya en la posmenopausia, tenian
entre 46 y 60 afos edad, y el 8 % estaba en la fase de adolescencia, aun con
inmadurez de su aparato genital (p<0,0001, con diferencia significativa entre
las que tienen entre 20 y 45 afios y la suma de los otros dos grupos de edad).

La edad promedio del grupo de mujeres de la muestra fue de 37,3 + 11,3
anos; la de menor edad tenia 14 anos y la de mayor edad, 58. Entre las 100
mujeres, fueron mas las solteras (68 %) que las casadas (27 %), unicas que
refieren pareja sexual estable, y que las divorciadas (5 %) (p<0,0000001,
con diferencia significativa entre mujeres solteras y la suma de las casadas y
divorciadas).
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Cuadro 1. Caracteristicas sociodemograficas de la muestra de
mujeres sexualmente activas del estado Carabobo, Venezuela,
en quienes se determingd infeccion por Chlamydia trachomatis.

n Media Desv’iacic')n
estandar

Edad (afos)*

12a19 8 16,8 2,5

20 a 45 63 341 75

46 a 60 29 50,1 34
Estado civil** n

Soltera 68

Casada 27

Divorciada 5
Estrato socioeconémico n

| 2

1] 52

1] 39

\% 7
Nivel educativo*** n

Educacién primaria 26

Educacién secundaria incompleta 39

Educacién secundaria completa 16

Universitaria 19

Ji al cuadrado: * p<0,0001, con diferencias significativas entre mujeres
de 20 a 45 afios de edad, y la suma de las que estan entre 12y 19 0
entre 46 y 60 afnos

** p<0,00000001, con diferencias significativas entre las mujeres
solteras y la suma de las casadas mas las divorciadas

*** p<0,01, con diferencia significativa entre educacién secundaria
incompleta y primaria; p<0,0001, con diferencia significativa entre
educacién secundaria incompleta y universitaria; p<0,00001, con
diferencia significativa entre educacién secundaria incompleta y completa.

Los estratos socioecondmicos predominantes en la muestra de mujeres
fueron el Il (moderada calidad de vida) (52/100) y el lll (baja calidad de vida)
(39/100), sin diferencia significativa entre ambos estratos (p=0,05). Respecto
al nivel educativo, la mayoria tenia educacion secundaria incompleta (39/100)
con diferencia significativa entra esta y los niveles de primaria (p<0,01),
universitaria (p<0,0001) y secundaria completa (p<0,00001) (cuadro 1).

De las 100 mujeres de la muestra, 57 empleaban algun método
anticonceptivo, sin diferencia significativa entre las que utilizaban algun
tipo de anticoncepcién y las que no lo hacian (p=0,047). Los métodos de
barrera, unicos que protegen contra la infeccion por C. trachomatis, ocupan el
penultimo (3 %) lugar entre las preferencias, con diferencia significativa entre
este y el resto de métodos anticonceptivos (p<0,0000).

El 36 % de las mujeres presentaron infecciones de transmision sexual,
exclusivamente por virus del papiloma humano y candidiasis. Del total de
mujeres que lograron embarazos (87/100), 37,9 % lo hicieron cuatro o mas
veces. De las mujeres que lograron alguin embarazo, en el 22,9 % (20/87) se
produjo aborto; el embarazo ectdpico y las lesiones premalignas del cuello
uterino, se presentaron cada una en el 2 % del total de la muestra (cuadro 2).

En la muestra estudiada, no hubo casos positivos para anticuerpos
IgM anti-C. trachomatis. La proporcion de casos positivos para anticuerpos
IgG anti-C. trachomatis fue del 25 % (25/100 mujeres), principalmente en
aquellas con edades comprendidas entre los 20 y los 45 anos (75 %; 9/12),
con diferencia significativa entre este grupo de edad y la unién de los otros
dos (p<0,01) (cuadro 3). De las 25 muestras de suero que resultaron con
anticuerpos IgG anti-C. trachomatis, el 84 % (21/25) también resultaron
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positivas para este agente infeccioso con la reaccion de amplificacion de los
acidos nucleicos, sin diferencia significativa entre las pruebas diagndsticas
(p=0,53) (cuadro 4).

Cuadro. 2 Antecedentes ginecoobstétricos de la
muestra de mujeres sexualmente activas del estado
Carabobo, Venezuela, en quienes se determiné
infeccién por Chlamydia trachomatis

Antecedentes n %
Anticoncepcion
Quirdrgicos 28,0 28,0
Oral 15,0 15,0
Dispositivo intrauterino 10,0 10,0
Barreras* 30 3,0
Inyectables 1,0 1,0
Ninguno 43,0 43,0
Infeccién de transmision sexual
Si 36 36,0
No 64 64,0
Embarazos
0 13 13,0
1 10 10,0
2 18 18,0
3 26 26,0
>4 33 33,0
Abortos
1 12 12,0
2 7 7,0
3 1 1,0
Embarazos ectépicos 2 2,0
Lesiones premalignas de cuello uterino 2 2,0

Ji al cuadrado: *p< 0,0000, con diferencias significativas
entre el empleo de métodos de barrera y el del resto de
herramientas anticonceptivas

Cuadro. 3 Casos positivos 0 negativos para
anticuerpos IgG anti-Chlamydia trachomatis en mujeres
sexualmente activas del estado Carabobo, Venezuela

Grupos de edad
I9G 12a19 20a45 46a60
n % n % n % n %
Positva* 1 1,0 17 170 7 70 25 250

Negativa 7 70 46 46,0 22 22,0 75 75,0
Total 8 8,0 63 63,0 29 29,0 100 100,0

Total

Ji al cuadrado: * p< 0,01, con diferencias significativas entre
mujeres de 20 a 45 afos de edad, y la suma de las que estan
entre 12y 19 o entre 46 y 60 afios

Cuadro 4. Determinacion por PCR de infeccion por
Chlamydia trachomatis en mujeres sexualmente
activas del estado Carabobo, Venezuela

Resultado PCR

Grupo de Positivo Negativo Total
edad

n % n % n %
12a19 1 40 0 00 1 40
20a 45 15 60,0 2 8,0 17 68,0
46 a 60 5 20,0 2 80 7 280
Total 21 84,0 4 16,0 25 100,0
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La prevalencia encontrada de infeccion por C. trachomatis en mujeres
sexualmente activas, se ubica dentro del rango esperado para Latinoamérica
(20,21). No obstante, en el interior del pais, la prevalencia de la infeccion
por C. trachomatis puede considerarse alta en relacion con la hallada en
otros estados como Zulia (10,4 %), mediante el diagndstico molecular en
105 pacientes que acudieron a un servicio de salud ambulatorio rural de la
entidad politica territorial (22,23).

Las diferencias de prevalencia obtenidas en los grupos de edad de estudio
son también congruentes con otras investigaciones. En el presente estudio,
el grupo de edad mas afectado fue el de 20 a 45 anos (68%; 17/25), en
comparacién con el grupo de 12 a 19 anos y el de 46 a 60 afos. También, se
evidencia que apenas el 4,8 % (1/21) de las mujeres con 19 afios 0 menos
tienen infeccidén por C. trachomatis, a pesar de que en ellas se describe un
comportamiento sexual de gran riesgo (menor empleo de preservativos);
en el histoldgico, es evidente la ectopia cervical (exposicion de las células
escamo-columnares a C. trachomatis) y mayor tendencia a cambiar de pareja
(se reconoce que la probabilidad de que un individuo se infecte se incrementa
con el cambio frecuente de pareja) (8,24).

La influencia sobre la infeccidn por C. trachomatis de la precariedad
econdmica y afectiva, del bajo nivel educativo y de la juventud reportada en
otros estudios, debe ser nuevamente abordada en intervenciones futuras
de la poblacién venezolana, toda vez que no fue posible determinarlas en
este estudio. En la muestra, las mujeres entre 46 y 60 afnos tienen con gran
frecuencia infeccién por C. trachomatis (7%; 7/100); la mayoria eran solteras
o divorciadas, sin un compromiso que las mantenga unidas a una sola pareja
sexual y, por lo tanto, no debe descartarse la existencia de distintos contactos
sexuales (12).

En ningun caso se detectaron anticuerpos IgM anti-C. trachomatis, quizas
porque este anticuerpo es un marcador inexacto de infecciéon aguda o porque
las mujeres estudiadas pudieron haber tenido infecciones previas con C.
trachomatis o con otra bacteria del mismo género como C. pneumoniae, con
una reaccion inmunitaria amnésica a una exposicion reciente. Como se dijo
anteriormente, con el diagnostico seroldgico se identificaron 25 muestras
con anticuerpos IgG anti-C. frachomatis; sin embargo, con la PCR solo fue
posible corroborar la infeccidon en 21 de las mismas. La mayor proporcién de
muestras positivas por técnica diagndstica inmunoenzimatica pudo deberse
a reactividad cruzada con C. pneumoniae o C. psittaci, porque los epitopos
especificos para el género estan presentes en todos los antigenos que se
derivan de estas bacterias, a lo que se suma la persistencia de anticuerpos
(IgG) por largos periodos y su lenta declinacién (18,25,26).

Este estudio tiene limitaciones relacionadas con el tamafio de la muestra,
que impide el estudio de los factores determinantes de la infeccion e,
incluso, de las complicaciones que se producen tras ella. Asimismo, aunque
la muestra es representativa de los centros de salud participantes, los
resultados obtenidos no pueden extrapolarse a todo el estado Carabobo
y, menos aun, a Venezuela, a pesar de que este sesgo puede resultar
minimizado por la cobertura universal de la poblacion que atienden los
centros asistenciales. Por lo tanto, debe considerarse como un reporte
preliminar y la base para investigaciones de mayor complejidad y duracion.
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Conclusiones

La prevalencia encontrada de infeccion por C. trachomatis en mujeres
sexualmente activas, se ubica dentro del rango esperado para Latinoamérica.
En el presente estudio, las mujeres mas afectadas tenian entre 20 y 45
afos de edad; en ellas se detectd exclusivamente infeccidn crénica por C.
trachomatis. Asimismo, las pruebas inmunoenzimaticas arrojaron falsos
positivos corroborados por prueba de biolégica molecular.

Este trabajo se constituye en un reporte preliminar para estudios con
mayor tamafo poblacional e inclusidon de mas variables, con el objetivo
de mostrar la magnitud y trascendencia real de las infecciones por C.
trachomatis en las poblaciones venezolanas.
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