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Frecuencia de la infeccion por Chlamydia trachomatis en un
grupo de mujeres de la Region de la Araucania, Chile.

Ramdn Silva, Daniela Ledn, Tamara Viscarra, Carmen lli, Juan C. Roa, Raul Sanchez, Pablo Guzman y Priscilla Brebi

Frequency of Chlamydia trachomatis infection in a group of women
from Region of Araucania, Chile

Background: Chlamydia trachomatis infection is the most commonly reported sexually transmitted bacterial
infection worldwide. Between 70 and 90% of women are asymptomatic, however, untreated and persistent in-
fections can lead to the development of urethritis, pelvic inflammatory disease, infertility and ectopic pregnancy.
Aims: To determine C. trachomatis infection frequency in a group of women in Chile, using quantitative real time
PCR (qPCR) and to compare the usefulness of endocervical and urine samples for C. trachomatis detection. Me-
thods: 87 asymptomatic women aged 15-64 years were included. Every woman donated one endocervical sample
and one urine sample. Detection and quantification of C. trachomatis was performed by qPCR. Results: Of 87
endocervical samples, the frequency was 11.49% (n = 10). Of these samples, 5 cases were found in women < 35
years old. About urine samples, 16 samples were positive (18.39%). Ten women < 35 years old yielded positive
urine samples. Only four women had both samples positive for C. trachomatis (4.6%). There was no statistically
significant relationship between age and C. trachomatis infection. Cryptic plasmid quantification was found
between 3.55 - 96.050 copies/puL for endocervical samples and 7.22-633.1 copies/puL for urine samples. Conclu-
sion: Estimated frequency of C. trachomatis in Chilean women was higher than previous Chilean studies. Both
types of samples are complementary for screening and diagnosis strategies using sensitive techniques, because

silent infection can be present in either urinary or genital tract or in both in women.
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Introduccion

a infeccion por Chlamydia trachomatis es la

infeccion bacteriana de transmision sexual mas

frecuente en el mundo’. Seglin estimaciones de la
Organizacion Mundial de la Salud, cada afio se registran
105,7 millones de casos nuevos en todo el mundo, de los
cuales 26,4 millones se registran en América'. En Chile,
la prevalencia registrada en mujeres atendidas en centros
ginecologicos, tanto privados como publicos, mediante
reaccion en cadena de la polimerasa (RPC) y muestras
endo-cervicales obtenidas por torula de algodon, ha sido
de 4,7%".

La infeccion por C. trachomatis del tracto genital
afecta comunmente a adolescentes y adultos jovenes,
tanto hombres como mujeres®. Si bien, esta infeccion
no es causal de muerte de los individuos afectados, su
trascendencia radica en la capacidad de estimular la
produccion persistente de citoquinas pro-inflamatorias,
asociadas a un dafio permanente en el tejido infectado
por la bacteria*®. Por lo tanto, el objetivo del control
de C. trachomatis esta principalmente dirigido a evitar
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en la mujer consecuencias de la infeccion persistente’,
por ejemplo, enfermedad inflamatoria pélvica (EIP) o
embarazo ectdpico. Estos procesos son secundarios a la
inflamacion y cicatrizacion constante de las trompas ute-
rinas (salpingitis) y que incluso puede afectar los ovarios’.
Sin embargo, la infeccion por C. trachomatis permanece
como una infeccion silente en 70 a 90% de las mujeres y
en 30 a 40% de los hombres®.

Las muestras mas utilizadas para deteccion molecular
de C. trachomatis, han sido las muestras endo-cervicales,
que deben ser tomadas por un profesional capacitado, lo
que dificulta la realizacion de tamizaje como estrategia de
control. Por otro lado, las muestras de orina, que pueden
ser recolectadas por el mismo paciente, y son menos
invasoras, son una alternativa para la deteccion.

Los objetivos de la presente investigacion, fueron de-
terminar la frecuencia de la infeccion por C. trachomatis
en un grupo de mujeres de la Region de la Araucania,
Chile, mediante RPC en tiempo real cuantitativa (en
inglés la sigla qPCR) y comparar el uso de muestras
endo-cervicales y de orina para la deteccion de C.
trachomatis.
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Participantes

Un total de 87 mujeres participaron en este estudio,
previa firma de un consentimiento informado. Las mujeres
atendidas en el Policlinico de Patologia Cervical de Hos-
pital Dr. Hernan Henriquez Aravena de Temuco (n: 62) y
en el Consultorio Miraflores de Temuco (n: 25), asistieron
a estos establecimientos por control ginecoldgico de rutina
y no informaron sintomas asociados a la infeccién por
C. trachomatis, tales como uretritis, secrecion vaginal,
cervicitis, u otros. Para establecer una relacion entre la
frecuencia de infeccion por C. trachomatis y la edad, se
definieron dos grupos etarios: mujeres < 35 afios (n: 44)
y mujeres > 35 afios (n: 43).

Muestras clinicas

Se recolectaron dos muestras por cada paciente, una en-
do-cervical y una de orina. Las muestras endo-cervicales
se obtuvieron mediante citobrush y fueron depositadas en
2 mL de tampon de lisis en tubos de 15 mL. La muestra
endo-cervical fue recolectada por profesionales gineco-
obstetras. Las muestras de orina fueron recolectadas por
cada una de las pacientes, en frascos estériles. Una vez
recibidas las muestras, fueron procesadas inmediatamente.

Extraccion de ADN desde muestras endo-cervicales

Cada muestra fue agitada con vortex para luego
transferirla a dos tubos de 1,5 mL (I mL de muestra a
cada tubo). Ambos tubos se centrifugaron a 12.000 rpm
por 15 min. a 4°C y el pellet se re-suspendio en 500 pL
de tampon de lisis. Las muestras que mantenian restos
celulares fueron digeridas con 2,5 uL de proteinasa K
(20 mg/mL) a 60°C, durante dos horas. Con posterioridad
a la inactivacion de proteinasa K (10 minutos a 90°C),
se agreg6 un volumen de 200 pL de acetato de amonio
(7,5 M, pH 7,5) y se centrifugaron a 12.000 rpm por tres
minutos a 4°C. El sobrenadante se traspasoé a otro tubo y
se le agrego cloroformo (200 pL), se mezcld y se incubd a
temperatura ambiente por dos min. Se centrifugo a 12.000
rpm por 8 min. a temperatura ambiente. El sobrenadante
se transfiri6 a un nuevo tubo, al cual se le agregd 600 puL
de isopropanol para precipitar el ADN. Se incubo a -20°C
toda la noche. Posteriormente, se centrifugé a 12.000 rpm
por 15 min. a4°Cy el pellet se lavé con 600 pL de etanol
70%, mezclando suavemente. Se centrifug6 a 12.000 rpm,
tres minutos a 4°C, se elimind el sobrenadante, y el tubo
se dejo destapado hasta secar el pellet. Finalmente, con
30 uL de agua ultra pura se rehidratd el pellet. E1 ADN
se almacend a -20°C hasta su uso.

Extraccion de ADN desde muestras de orina
Aun tubo de 15 mL se adicioné 14 mL de la muestra
de orina y fue centrifugado a 2000 rpm por 15 min. Se
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elimind el sobrenadante y al pellet se le agregdé 3 mL de
una solucién de proteinasa K y SDS 1%, se mezcld con
vortex y a 56°C durante 24 horas se realizo la incubacion.
Posteriormente, se agregd 5 puL de proteinasa K al 20%, se
mezclo con vortex y se dejoé incubando durante 12 horas.
Se adicion6 1 mL de PC-8 y se centrifug6 a 10.000 rpm
por cinco minutos (se realizé dos veces). El sobrenadante
de la fase superior se traspaso a un tubo de 15 mL y se
le agregd 1 mL de acetato de amonio 7,5 M, 2 uL de
glicogeno y 8 mL de etanol al 100%. Se mezclo el tubo
por inversion cuatro veces y se incubo a -20 °C durante
24 horas. Se centrifugd a 5.000 rpm durante 35 min. a4°C
y se elimino el sobrenadante. Se agregd 10 mL de etanol
70%, se centrifugd a 4.750 rpm por 15 min. y se elimind
el sobrenadante (estos pasos se hicieron dos veces). Se
secaron los tubos destapados e invertidos sobre papel
absorbente. Una vez secos los tubos, se resuspendio el
pellet en 20 pL de tampon Tris-EDTA (LoTE), y se dejo
a 4°C toda la noche. Finalmente, se transfirid a un nuevo
tubo de 1,5 mL. E1ADN se almaceno a -20°C hasta su uso.

RPC en tiempo real cuantitativa (qPCR)

Se utilizo un juego de partidores (partidor forward GG-
GATTCCTGTAACAACAAGTCAGG y partidor reverse
CCTCTTCCCCAGAACAATAAGAACAC) disenados
por McKechnie y cols., 2009°. Estos partidores estan
dirigidos al plasmido criptico de C. trachomatis y generan
un producto de 208 pares de bases. La mezcla de RPC
se realiz6 para un volumen final de 20 L, incluyendo 1
pL de templado. Se prepar¢ utilizando 7,9 pL de agua
ultra pura, 10 pL del mix de SYBR Green y 0,3 pL del
colorante de referencia ROX 1:500 (Brilliant II SYBR®
Green QPCR Master Mix with ROX, Stratagene, CA,
USA), y los partidores se utilizaron con una concentracion
final de 0,2 uM. Para la cuantificacion de C. trachomatis
se realizo una curva estandar con un control de nimero
copias de ADN conocido (AmpliRun® Chlamydia tra-
chomatis DNA control. Vircell, Granada, Espafia). Para
la curva se realizaron cinco diluciones con un duplicado
cada una (12.860 copias/uL, 1.286 copias/uL, 128 copias/
pL, 12,8 copias/uL y 1,28 copias/puL). La programacion
del termociclador Mx3000P (Stratagene, CA, USA) se
indica en la Tabla 1. Como control de calidad de la reac-
cion se utilizaron: como control negativo ADN gendémico
humano y como control positivo la dilucion 128 copias/
puL de ADN control comercial, ademéas de un control de
mix sin ADN (blanco).

Resultados
Se determino la frecuencia de infeccidon asintomatica
por C. trachomatis en muestras endo-cervicales y de orina

de 87 mujeres.

Rev Chilena Infectol 2013; 30 (6): 611-615



Microbiologia

Se encontraron 10 muestras endo-cervicales positivas
para la deteccion de C. trachomatis por qPCR, lo que
representa una frecuencia de infeccion de 11,49%. No se
observaron diferencias en la infeccion por C. trachomatis
segun grupo etario (Tabla 2).

En las muestras de orina se obtuvieron 16 casos positi-
vos con los que se determiné una frecuencia de infeccion
de 18,39% para C. trachomatis. En el grupo de mujeres
<35 afos se detectaron 10 muestras de orina positivas para
C. trachomatis; en el grupo etario > 35 afos se detectaron
6 muestras positivas (Tabla 2).

El nimero de casos positivos para C. trachomatis, se-
gun el centro de atencion ginecoldgica, no tuvo asociacion
y diferencias estadisticamente significativas (Tabla 3).

Respecto a la correlacion de las muestras, sélo en
cuatro mujeres, tanto la muestra endo-cervical como la
muestra de orina, fueron positivas para la deteccion de C.
trachomatis, (4,6% del total de pacientes).

La cuantificacion del plasmido criptico de C. tracho-
matis, para muestras endo-cervicales, resultd en un rango
de 3,55 - 96.050 copias/pL. En las muestras de orina, la
cuantificacion se encontrd en un rango de 7,22 — 633,1
copias/puL.

Discusion

En este estudio se determino una frecuencia de 11,49%
de C. trachomatis en un grupo de 87 mujeres utilizando
muestras endo-cervicales. Este porcentaje es mayor que
el reportado en un anterior estudio chileno efectuado
por A. Ovalle y cols., el cual mostr6 una frecuencia de
5,9% (n: 255), utilizando muestras cervico-vaginales y
realizando la deteccion mediante RPC anidada. El grupo
estudiado por Ovalle incluyé mujeres embarazadas con
y sin sintomas de infeccion, en un rango 14 a 43 afos
de edad (27,7 anos promedio)'. Otro estudio chileno,
de M. Martinez y cols., incluyo, solamente, muestras
endo-cervicales de 403 mujeres, de las cuales 100 se
atendieron en el Servicio Ginecoldgico del Hospital San
José (promedio de edad de 35,6 afios), 268 mujeres en
el Centro Ginecoldgico privado del Area Metropolitana
(promedio de edad de 33,4 afios) y 35 mujeres en el Centro
Reproductivo de Adolescentes (promedio de afios 16,8
afios). La deteccion de C. trachomatis se realizé por RPC
convencional y para la confirmacion de casos positivos
se utilizo RPC anidada. En total, la frecuencia obtenida
fue de 4,7% (n: 19). No hubo diferencias significativas
entre los grupos etarios y la prevalencia. Sin embargo, la
prevalencia determinada en el Centro Reproductivo de
Adolescentes (8,6%) y el Servicio Ginecoldgico del Hos-
pital San José (2%, en el cual las pacientes son adultas,
difiri6 de forma significativa (p = 0,0382). En relacion a
estudios latinoamericanos, en una poblacion de mujeres
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Tabla 1. Programa de RPC en tiempo real cuantitativa (qPCR)

Etapa Temperatura Tiempo n de ciclos
Activacion 95 °C 10 minutos 1
Denaturacién 95 °C 30 segundos
Alineamiento 60 °C 30 segundos 40
Extension 72°C 30 segundos
Curva de disociacion 95°C 1 minuto

55°C 30 segundos 1

95 °C 30 segundos

Tabla 2. Casos positivos para Chlamydia trachomatis, segin grupo etario y tipo de

muestra

Grupo etario n mujeres n muestras endocervicales n muestras de orina
(%) positivas (%) positivas (%)

< 35 afios 44 (50,57) 5(11,36) 10(22,72)

= 35 afios 43 (49,43) 5(11,62) 6 (13,95)

Total 87 (100) 10 (11,49) 16 (18,39)

Tabla 3. Casos positivos para Chlamydia trachomatis, segun centro de atencion

ginecoldgica y tipo de muestra

Centro de atencion n mujeres  n muestras endocervicales n muestras de orina
ginecoldgica (%) positivas (%) positivas (%)
Consultorio Miraflores 25 (28,74) 5 (20) 9 (36)
Policlini log

o@nlcode patologia 62 (71.26) 5 (8,06) 7(11.3)
cervical
Total 87 (100) 10 (11,49) 16 (18,39)

brasileras de un rango etario de 14 a 63 afios (n: 121), uti-
lizando muestras endo-cervicales, se demostrd 20,79% de
casos positivos mediante RPC convencional, destacando
que 80% de los casos positivos pertenecio a mujeres de
23 afos 0 menos'!. Otro estudio en Brasil, también con
RPC convencional como sistema de deteccidon, en una
poblacion femenina sexualmente activa de 10 a 19 afios
(n: 100), se determino una prevalencia de infeccion de C.
trachomatis en 31% de muestras endo-cervicales'. Por
otro lado, en muestras endo-cervicales de 105 mujeres
venezolanas (18 a 48 afios), tanto sintomaticas como
no sintomaticas, determind una prevalencia de 10,4%
de infeccion por C. trachomatis. Especificamente, en las
muestras provenientes de mujeres asintomaticas (n: 54),
la frecuencia de casos positivos fue de 7,4% b.

En el presente estudio, ademas, se determin6 la fre-
cuencia de infeccion por C. trachomatis en muestras de
orina de las mismas pacientes que donaron la muestra
endo-cervical. Debido a que el uso de orina para deteccion
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de C. trachomatis no es comun, pocos estudios latinoa-
mericanos han reportado prevalencia de la infeccion
utilizando este tipo de muestra. En nuestro estudio, la
prevalencia fue de 18,39%, mayor a la reportada en
Chile previamente, donde se detectd 6,9% casos por RPC
convencional en muestras de 203 mujeres de 12 a 25 afios
de edad, sexualmente activas. Ademas, en esta poblacion
de mujeres, 104 de ellas pertenecian al grupo socio-eco-
némico medio-alto (3,8% casos positivos) y 99 al grupo
socio-econdmico bajo (10,1% casos positivos), entre los
cuales no hubo diferencia significativa (Fisher = 0,068).
Por otro lado, en mujeres embarazadas, se detectd 19%
de casos positivos y en las no embarazadas sélo 5,5%, lo
cual fue estadisticamente significativo (Fisher = 0,043)™.
Estos resultados en muestras de orina son similares a los
encontrados en México, con una prevalencia de 4,81% en
un grupo de jovenes (hombres y mujeres) utilizando la
técnica de reaccion en cadena de la ligasa (sigla en inglés:
LCR)". En Colombia, en un estudio realizado mediante
RPC en orina se observo 4 y 4,5% de C. trachomatis en
mujeres con parto prematuro y con ruptura prematura de
membrana, respectivamente!'®.

Es importante sefialar que en Chile, no se han pu-
blicado con anterioridad analisis de prevalencia de C.
trachomatis utilizando la técnica de RPC en tiempo real.
Por esta razon, se justifican los porcentajes de casos po-
sitivos obtenidos de 11,46% y 18,39%, en algunos casos
mayores a estudios similares en Latinoamérica, ya que la
deteccion se realiza con un método de alta sensibilidad,
con resultados altamente confiables y menor riesgo de
contaminacion.

En relacion a la sensibilidad y especificidad aso-
ciado al tipo de muestra y el sistema de deteccion, no
deberian existir diferencias entre las muestras de orina
y endo-cervicales, segun lo revisado por Cook y cols'.
En el presente estudio, la frecuencia de infeccion por C.
trachomatis fue mayor en muestras de orina (18,39%), lo
que podria deberse a que el proceso inflamatorio es mas
comun a nivel uretral en este grupo de estudio. Aunque
no es posible descartar la contaminacion de la orina con
secrecion vaginal, ya que la muestra es recolectada por
el propio paciente, en este estudio se recolectaron de
una misma paciente una muestra endo-cervical y una
muestra de orina, por lo que se considera que los casos
positivos en orina provienen exclusivamente de la via
uretral, a excepcion de cuatro casos que fueron positivos
para ambas muestras y se discuten mas adelante. De
manera que, como es sabido, C. trachomatis puede causar
infecciones del aparato genital femenino, como vaginitis
o cervicitis, y ademds puede infectar las vias urinarias,
ocasionando uretritis no gonocdccica'®. Por lo tanto, el
uso de la muestra de orina es de gran importancia para
deteccion de esta bacteria, e incluso podria ser usada para
la busqueda de esta infeccién en hombres.
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Cabe senalar que, la correlacion entre la muestra de
orina y la muestra endo-cervical obtenida por citobrush
para la deteccion C. trachomatis fue sélo en cuatro mu-
jeres que presentaron ambas muestras positivas (4,6%).
Considerando que el resto de los casos positivos estaban
presentes en un solo tipo de muestra, para fines diagnos-
ticos de C. trachomatis, ambas muestras son complemen-
tarias, especialmente, para pacientes asintomaticas, ya
que C. trachomatis puede infectar la via urinaria, tracto
genital o ambos.

Si bien, la sensibilidad de la técnica de RPC depende
de la calidad de la muestra, del sistema de deteccion del
producto o de la eficiencia propia de RPC, en este trabajo
fue posible aumentar la sensibilidad utilizando partidores
dirigidos al plasmido criptico bacteriano, debido a que
una bacteria puede contener alrededor de 10 copias de
plasmido criptico'. Asi, se puede cuantificar un minimo
de 3,55 copias/pL, lo que significaria la presencia de
una bacteria. En otros estudios, la cuantificacion de C.
trachomatis utilizando un gen presente en el cromosoma
bacteriano en una sola copia (ompl), registrd una carga
bacteriana promedio de 5,6 x 10° copias/muestra en un
rango de 4,2 x 10° — 2,6x 10° copias/muestra en especi-
menes vaginales?. En la cuantificacion de C. trachomatis
utilizando el gen ompA, tanto en muestras urogenitales
féminas como masculinas, se encontrd una mayor carga
bacteriana en mujeres, con un promedio de 5,6 log (4 x 10°
copias/muestra) versus 3,5 log (3,2 x 10* copias/muestra)
en muestras masculinas?'.

Finalmente, es importante resaltar la necesidad de im-
plementar estrategias eficientes de tamizaje y tratamiento
de la infeccion por C. trachomatis. El presente estudio,
realizado en mujeres asintomaticas, reafirma el estado
silente de la infeccion por C. trachomatis, determinando
una frecuencia de infeccion de 11,49% a nivel cervical. El
50% de estos casos positivos correspondieron a mujeres
< 35 afios. Esto podria implicar que, si esta infeccion no
es tratada, puede progresar a dafos en los tejidos del apa-
rato reproductor, producto del proceso inflamatorio que
acompafia a esta infeccion, y que estd asociado a embarazo
ectopico e infertilidad en mujeres en edad reproductiva.

Resumen

Introduccion: La infeccion por Chlamydia trachomatis
es la infeccion bacteriana de transmision sexual mas
frecuente en el mundo. Entre 70 y 90% de las mujeres
son asintomaticas; sin embargo, las infecciones sin tratar y
persistentes permiten el desarrollo de uretritis, enfermedad
inflamatoria pélvica, infertilidad y embarazo ectdpico.
Objetivos: Determinar la frecuencia de infeccion por C.
trachomatis en un grupo de mujeres chilenas, mediante
RPC en tiempo real cuantitativa (QPCR) y comparar la
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utilidad de muestras endo-cervicales y de orina para la
deteccion de C. trachomatis. Metodologia. Participaron
87 mujeres asintomaticas (15-64 afios). Cada mujer dond
una muestra endo-cervical y una de orina. Se realiz6 de-
teccion y cuantificacion C. trachomatis mediante qPCR.
Resultados: La frecuencia de infeccion por C. trachomatis
en muestras endo-cervicales fue de 11,49% (n: 10) y en
muestras de orina de 18,39% (n: 16). El mayor niimero
de casos se encontrd en mujeres < 35 afios. Sdlo en cuatro

Articulo Original

mujeres se detectd C. trachomatis en ambas muestras
(4,6%). La cuantificacion de plasmido criptico se encontrd
en un rango 3,55 - 96.050 copias/uL. Conclusion: La
frecuencia estimada de C. trachomatis fue mas alta que
en otros estudios chilenos. Ambos tipos de muestra debe-
rian ser complementarias para estrategias de tamizaje y
diagnostico de C. trachomatis usando técnicas sensibles
de deteccion, ya que la infeccion puede desarrollarse en
el tracto genital y/o en el tracto urinario en mujeres.
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