RESUMEN

Objetivo: determinar la prevalencia de infeccién por
C. trachomatis en mujeres con parto prematuro.
Metodologia: estudio de corte transversal en
el que se analizaron 50 muestras de orina de
mujeres que asistieron al Instituto Materno In-
fantil de Bogoté entre febrero y junio de 2004,
quienes presentaron parto prematuro entre las
25 y las 36 semanas de gestacion. Para su detec-
cién se utilizé la técnica de reaccién en cadena
de la polimerasa (PCR COBAS AMPLICOR CT, Roche
diagnostic Systems).

Resultados: se encontraron dos muestras positivas
para C. trachomatis, lo que corresponde a una preva-

lencia del 4% (1C95% 0,5 - 13,7) en mujeres con
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parto prematuro y del 4,5% (1C95% 0,6 - 15,5) en
pacientes con RPM.

Conclusioén: la C. trachomatis debe investigarse en
pacientes con trabajo de parto prematuro o con RPM
pretérmino, atin en ausencia del antecedente de flujo
genital patolégico y particularmente en quienes no se
encuentra la causa del trabajo de parto prematuro.
Palabras clave: Chlamydia trachomatis, parto pre-
maturo, ruptura prematura de membranas (RPM),
membranas fetales, reaccién en cadena de la poli-

merasa (PCR), prevalencia, Colombia.

SUMMARY

Objective: to determine the prevalence of Chla-

mydia trachomatis in women with preterm delivery.
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Methods: cross-sectional study carried out from
February to June 2004, fifty urine samples of wo-
men who assisted to the Instituto Materno Infantil
of Bogota, between the 25th and 36th weeks of
gestation, were analyzed using polymerase chain
reaction (PCR).

Results: two positive samples for C. trachomatis were
found, representing a prevalence of 4% in premature
delivery and 4,5% in preterm premature rupture
of membranes.

Conclusion: C. trachomatis should be investi-
gated in patients with premature delivery or
preterm premature rupture of membranes, par-
ticularly in high-risk patients without a clinically
evident cause.

Key words: Chlamydia trachomatis, prematu-
re birth, fetal membranes, premature rupture,
polymerase chain reaction (PCR), prevalence,

Colombia.

INTRODUCCION

La Chlamydia trachomatis, es una bacteria intrace-
lular estricta, ya que no posee las enzimas bésicas
para sintetizar su propio ATP! La bacteria parasita
fundamentalmente las células epiteliales y es uno
de los agentes bacterianos que causa infeccio-
nes de transmisién sexual, abortos a repeticion,
ruptura prematura de membranas (RPM), parto
prematuro y, en el recién nacido, conjuntivitis de
inclusiéon y neumontia. Aproximadamente el 75%
de las mujeres infectadas y el 50% de los hombres
infectados son asintomaticos.? Las clamidias son
un grupo de bacterias genéticamente diverso,
que presentan un ciclo de desarrollo intracelular
bifésico en el que alternan dos formas funcionales,
metabdlicamente diferentes: el cuerpo elemental,
con capacidad infectante y el cuerpo reticulado.
La C. trachomatis presenta tres biovariedades y
veinte serotipos, de los cuales D, E, F, GH, I, ]y
K son los principales implicados en las patologias
cervicovaginales.

El parto prematuro es un problema de salud pu-

blica. Ocurre en el 5 a 109 de los nacimientos yes la

principal causa de morbilidad y mortalidad perinatal
en todo el mundo.’ En un estudio prospectivo de
deteccién de eventos adversos en atencién obstétrica
y del puerperio que involucré 2.530 pacientes en
el Instituto Materno Infantil, un hospital materno
perinatal de referencia, se encontré una prevalencia
de amenaza de parto prematuro del 37% (IC95%
35 — 39).* Aunque el papel etiopatogénico de la
C. trachomatis en efectos perinatales adversos como
parto prematuro, RPM, bajo peso al nacer, infeccién
intrauterina, muerte fetal intrauterina y endometri-
tis puerperal de inicio tardio, ha sido controversial,
su tratamiento oportuno reduce signiﬁcativamente
tales complicaciones.”” Un posible mecanismo por
el cual se produce RPM, en infecciones causadas por
C. trachomatis es la produccién de prostaglandinas,
que estimulan la contractibilidad uterina, asi mismo
colagenasas y proteasas que llevan al debilitamiento
de las membranas.

La relativa dificultad para establecer el diagnésti-
co de la infeccién por Chlamydia trachomatis, se debe
a que un 70 a 90% de las mujeres que presentan
infeccién endocervical por este microorganismo
son asintomaticas; ademads, la bacteria no crece en
medios de cultivo convencionales. Los métodos
usados habitualmente para la identificacién de este
agente son el cultivo celular, ELISA, inmunofluores-
cencia directa, microinmunofluorescencia indirecta
y técnicas moleculares como la reaccién en cadena
de laligasa (LCR) y la reaccién en cadena de la poli-
merasa (PCR), siendo estas tltimas las técnicas més
especificas (90%) y sensibles (98%) para su detec-
ci6n.*” Una revision sistematica reciente concluyé
que los resultados de las pruebas de amplificacién
de dcidos nucleicos para C. trachomatis en muestras
de orina, son casi idénticos a aquellos obtenidos en
muestras obtenidas directamente del cuello uterino
o de la uretra.'’

El objetivo de este estudio piloto fue determinar
la prevalencia de infeccién por C. trachomatis en mu-
jeres con parto prematuro que asistieron al Instituto
Materno Infantil de Bogota, utilizando PCR para su

deteccién, en muestras de orina.



MATERIALES Y METODOS

Poblacion y seleccion de la muestra

Se realiz6 un estudio de corte transversal en el que
participaron 50 pacientes consecutivas quienes
presentaron parto entre las 25 y las 36 semanas de
gestacion, en el Instituto Materno Infantil (IMI)
de Bogotd, entre el 1 de febrero y el 30 de junio
de 2004. El IMI es una institucién maternoperina-
tal de referencia, que atiende casos de alto riesgo
obstétrico.

Los criterios de inclusién fueron: pacientes con
parto esponténeo, con o sin ruptura de membranas,
ocurrido entre las 25 y las 36 semanas de gestacién,
calculadas por fecha de tltima menstruacién con-
fiable o, en su defecto, por ultrasonido del primer
trimestre, parto o cesdrea atendidos en el Instituto
Materno Infantil, y firma del consentimiento infor-
mado. Asi mismo, los criterios de exclusién fueron:
embarazo multiple, malformaciones fetales mayores

y 6bito fetal.

Deteccion de Chlamydia trachomatis

La deteccién de C. trachomatis se llevé a cabo en
muestras de orina, de la primera miccién del primer
o segundo dia de puerperio. Se recolectaron 10 a 50
ml de orina en recipientes de polipropileno estériles,
sin previo aseo Vaginal y por miccién espontdnea
para recuperar mayor cantidad de células. Las mues-
tras fueron conservadas a -29°C, luego separadas en
alicuotas por duplicado en tubos Ependorttf (1ml) y
refrigeradas para su posterior procesamiento en la
Secretaria de Salud de Bogota.

Las muestras se analizaron por la técnica de
PCR en el equipo de COBAS (Comprehensive Bio-
Analytical System) AMPLICOR CT (Roche), que usa
los cebadores biotinilados CP24 y CP27, para
amplificar una secuencia de aproximadamente
207 pares de bases dentro del plasmido criptico,
compartido por todas las serovariedades de la Chla-
mydia trachomatis. Una vez realizada la extraccién,
se realiz6 la amplificacién del ADN con la mezcla
maestra (cebadores, dNTPs, Taq Polimerasa, Clo-
ruro de Magnesio y buffer).

Después de la PCR se realizé la reaccién de
hibridacién, desnaturalizando los amplicones
y colocdndolos en pocillos de deteccién, que
contienen las particulas magnéticas revestidas
con una sonda oligonucleétida especifica para
el plasmido criptico de C. trachomatis. Los am-
plicones que estan marcados con biotina, hacen
hibridacién con las sondas conjugadas con las
particulas magnéticas.

La prueba de COBAS AMPLICOR CT emplea con-
troles internos en paralelo, tanto para resultados

positivos, como negativos.

Analisis de datos
Las variables que se midieron fueron: prevalencia
de periodo, edad en afos cumplidos, edad gesta-
cional en semanas, antecedente de infecciones de
transmisién sexual, uso de métodos anticoncep-
tivos, ruptura prematura de membrana, corioam-
nionitis, infeccién puerperal y muerte neonatal.
La informacién se recolecté desde el momento
de la firma del consentimiento informado hasta
la consulta de control puerperal. Las fuentes de
informacién fueron: entrevista directa, examen
clinico e historia clinica.

El andlisis de datos se realiz6 con el programa
STATA 6,0 (TX, USA) utilizando estadistica descrip-
tiva, Shapiro-Wilks para distribucién de los datos e

intervalos de confianza (binomial exacto).

Aspectos éticos

El protocolo de investigacién fue aprobado por los
comités de ética e investigaciones del Departamento
de Obstetricia y Ginecologfa y del IMI.

RESULTADOS

Se encontraron 2 muestras positivas para C. tra-
chomatis, lo que representa una prevalencia del 4%
(IC95% 0,5 - 13,7) en este grupo de pacientes.
La mediana de la edad de las pacientes fue 22
anos (percentil 25: 20 afos, percentil 75: 27
afos, rango de 15 a 34 afios), las edades de las

dos pacientes con muestras positivas fueron 21 y
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33 anos. El promedio de edad gestacional fue de
31,5 semanas (DE: 2,7 semanas).

En nuestro estudio 44 pacientes presentaron
RPM pretérmino (88%), de las cuales 15 presen-
taron RPM prolongada (34,1%). Las dos pacientes
positivas para Chlamydia tenian RPM pretérmino,
lo que representa una prevalencia de 4,5% (1C95%
0,6 - 15,5) de infeccién por Chlamydia en este
subgrupo.

Se estableci6 el diagnéstico de coriomanioni-
tis en 11 pacientes (22%); en ninguno de estos
casos se detecté C. trachomatis. Tres pacientes
presentaron infeccién de vias urinarias (6%),
estas pacientes tuvieron pruebas negativas para
Chlamydia. Ninguna paciente tenfa antecedente
de infecciones de transmisién sexual y todas las
serologias VDRL fueron negativas. Dos pacientes
presentaron endometritis puerperal; ambas tenian
prueba negativa para C. trachomatis. Ocurri6é una
muerte neonatal temprana (2%), cuya madre fue
negativa para C. trachomatis.

Encontramos una baja prevalencia de uso de
métodos anticonceptivos en la poblacién estudia-
da; 40 de 48 pacientes con prueba negativa (82%)
y una de las dos pacientes con prueba positiva no
utilizaban métodos anticonceptivos. Ninguna de las
dos pacientes con prueba positiva para C. trachomatis

refiri6 flujo vaginal patolégico.

DISCUSION

La infeccién por C. trachomatis tiene una incidencia
mundial anual estimada en 50 millones de casos,"!
siendo esta la causa mas frecuente de infeccién
del aparato genital femenino.'”"* Sin embargo, la
infeccién no se diagnostica en todas las pacientes,
debido a que la mayoria de las infecciones son
subclinicas.

En nuestro estudio la prevalencia de C. trachomatis
fue del 4% (1C95% 0,5 - 13,7); un estimativo mas
preciso requiere un tamafio de muestra mayor. Otra
limitacién del estudio proviene del hecho que no
se trata de una muestra probabilistica; sin embargo,

nuestros datos van a permitir el cdlculo apropiado de

un tamano de muestra. Por otro lado, la prevalencia
sefalada puede corresponder a una subestimacion,
ya que algunas pacientes infectadas son positivas
solamente en muestras obtenidas de endocérvix,
mientras que en otras solo se detecta la bacteria
en muestras de orina.'* No hubo exclusiones por
razones diferentes a los criterios de seleccién. En
este estudio se utilizaron muestras de orina dado
que se trataba de mujeres en puerperio inmediato.
Al parecer una contaminacién de las muestras con
sangre, no inhibe significativamente el PCR cuando
se compara con una muestra sin contaminacién, "’
por otro lado la muestra de orina se promueve por
ser menos invasiva y porque podria ser utilizada
para autodiagnéstico. La prevalencia informada de
infeccién por Chlamydia depende de la poblacion
estudiada y de las caracteristicas operativas del
método diagnéstico. Miller y colaboradores en un
estudio prospectivo que involucré 20.000 personas
adolescentes y adultos jévenes hasta los 25 anos,
encontraron una prevalencia de infeccién por C.
trachomatis de 3,7% en hombres y 4,7% en mujeres,
utilizando reaccién en cadena de la ligasa en mues-
tras de orina.'® En un estudio poblacional en Holan-
da, entre adolescentes de 15 a 19 afios, se encontré
una prevalencia de infeccién por C. trachomatis de
2,5% en mujeres y 1,5% en hombres, utilizando la
técnica de PCR en muestras de orina."”

Gencay y colaboradores encontraron 5 muje-
res positivas para Chlamydia entre 14 mujeres con
parto prematuro, a quienes les realizaron PCR en
muestras de secrecion cervical'® e Ismail y colabo-
radores evaluaron 178 pacientes con RPM pretér-
mino (entre las 22 y las 35 semanas de gestacion)
encontrando una prevalencia de C. trachomatis del
14,6%." En el estudio John Hopkins de cervicitis
y resultados adversos del embarazo, se encontré
que la colonizacién con C. trachomatis se asocié
signiﬁcativamente con retardo de crecimiento
intrauterino (OR 2,4; 1C95% 1,32 — 4,18) y parto
prematuro (OR 1,6; 1C95% 1,01 —2,5).*° Debido
a los desenlaces perinatales adversos sefialados

se ha sugerido hacer deteccién y tratamiento de
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las infecciones por Chlamydia trachomatis en las
mujeres gestantes.ﬂ‘ 22

Aunque se dispone de varios métodos para la
deteccién de C. trachomatis en especimenes clinicos,
la introduccién de pruebas de amplificacién de
DNA, proveen la oportunidad de usar muestras no
invasivas y de facil recoleccién. El método utilizado
en nuestro estudio fue la PCR.”** La técnica de
PCR alcanza una sensibilidad del 98%, gracias a
que el limite inferior de deteccién es de 1 a 10
cuerpos elementales. La especificidad del PCR es
del 97 al 100%. La técnica Cobas Amplicor, detecta
correctamente la presencia de Chlamydia tracho-
matis en muestras de orina en un 97%.** Ademas
de la alta sensibilidad y especificidad del PCR, la
deteccién casi simultidnea con el evento adverso
tiene ventaja sobre los estudios seroldgicos, ya que
éstos no determinan el momento de la infeccién.
No obstante, es posible que se requieran muestras
simultdneas de orina y de endocérvix para investi-
gar por PCR, la verdadera prevalencia.”

Las demds pruebas para deteccién de C. tra-
chomatis tienen menor sensibilidad y especificidad
que el PCR. Los cultivos tienen una sensibilidad
del 70 a 90% vy especificidad 100%, no estan
ampliamente disponibles y tienen una alta tasa
de falsos negativos cuando se comparan con las
pruebas de amplificacién de dcidos nucleicos.*®*’
La deteccién del microrganismo por inmunofluo-
rescencia (DFA por sus siglas en inglés) tiene una
sensibilidad del 70 al 100% y una especificidad
mayor a 95% y la deteccién de antigenos por in-
munoanalisis (EIA por sus siglas en inglés) tiene
una sensibilidad del 43 al 92% y una especifici-
dad del 92 al 100%.”* Nuestros datos pueden ser
extrapolados a gestantes de alto riesgo perinatal
dado que se trata de una instituciéon de referencia
nacional de obstetricia nivel IV.

En conclusién nuestros datos sugieren que
la C. trachomatis debe investigarse en pacientes
con trabajo de parto prematuro o con RPM
pretérmino, alin en ausencia del antecedente de

flujo genital patolégico. La deteccién puede ser

particularmente importante en mujeres con alto
riesgo de parto prematuro (antecedente de parto
prematuro y de RPM pretérmino) y en quienes no
se encuentra la causa de trabajo de parto prema-
turo usando los métodos diagnésticos rutinarios

en nuestro medio.
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