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Resumen

En el presente estudio se evalud la asociacion entre Chlamydia trachomatis (CT) y Neisseriae
gonorrhoeae (NQG), utilizando la técnica de COBAS AMPLICOR CT/NG Molecular System, en muestras
de orina de 355 mujeres con un promedio de edad de 23.9 afios; 20 muestras fueron positivas para CT,
informandose una prevalencia de de 5.63%. Aunque estudios epidemioldgicos han reportado relacion entre la
infeccion por Chlamydia trachomatis y las causadas por otros microorganismos como Neisseriae
gonorrhoeae; en este estudio no se encontrd asociacion. Factores como el tipo de muestra y la presencia de
inhibidores en la orina disminuyen la sensibilidad en la deteccion de Neisseriae gonorrhoeae.
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Abstract
Determine the association Between Chlamydia Trachomatis and Neisseriae Gonorrhoeae
through molecular biology techniques in urine samples.

The following study evaluated the association between Chlamydia Trachomatis (CT) and Neisseriae
Gonorrhoeae (NG) using COBAS AMPLICOR CT/NG MOLECULAR SYSTEM technique in 35 women
urine samples with a 23.9 year old average. 20 samples were positive to CT, showing a prevalence of 5.63%.
Although, epidemiological studies have reported a relationship between Chlamydia Trachomatis infection
and the ones caused by others microorganisms like Neisseriae Gonorrhoeae; this study didn’t find any
association. Factors like kind of sample and the presence of inhibitors in urine, diminished sensibility to detect
Neisseriae Gonorrhoeae.
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Introduccion es susceptible a los cambios ambientales y no
El patégeno humano Neisseria gonorrhoeae (NG)  gobrevive por largos periodos fuera de su huésped;
es un coco gram negativo, no movil, no esporulado, el ¢onsiderandose un parasito obligado del hombre. La

cual crece caracteristicamente en pares (diplococo), infeccién causada por el patégeno es conocida como
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las células epiteliales y es capaz de invadir las barreras
y diseminarse via sanguinea a multiples 6rganos
incluyendo el fluido cerebro espinal, piel y
articulaciones (1). La union a la mucosa esta mediada
por pilis o proteinas, veinticuatro a cuarenta y ocho
horas después ocurre una penetracién del
microorganismo entre y a través de las células
epiteliales a los tejidos de la submucosa, lo que genera
una respuesta inflamatoria mediada por neutrofilos,
con necrosis del epitelio (1,2).

Por otra parte, Chlamydia trachomatis (CT), es
una bacteria intracelular obligada, presenta una mor-
fologia esférica u ovalada y se observan como cocos
gram negativos o gram variables, son inmoviles no
ciliadas, con una membrana interna y otra externa y
tienen un ciclo de crecimiento unico que implica dos
formas denominadas cuerpo elemental y cuerpo
reticulado o inicial, estos representan las formas
extracelulares e intracelulares del parasito, respecti-
vamente.

Las complicaciones clinicas en mujeres causadas
por CT son; absceso pélvico, enfermedad pélvica
inflamatoria cronica y recurrente, embarazo ectopico
e infertilidad; en hombres causa infeccidn genital cro-
nica del tracto y en nifios conjuntivitis y neumonia (3).

Estudios epidemioldgicos, han encontrado eviden-
cias de una relacion entre la infeccion por CT y las
causadas por otros microorganismos como por NG (4-
8), tal vez originado por el debilitamiento de las barre-
ras fisiologicas y de los mecanismos inmunologicos de
defensa del organismo, que permite una mayor sus-
ceptibilidad a la invasion por estos patogenos (4,5). De
acuerdo a lo anterior, nos preguntamos, si jes posible
detectar en muestra de orina de estos grupos de pa-
cientes la asociacion entre CT y NG?

El estudio evalué dicha asociacion, utilizando la
técnica de COBAS AMPLICOR/NG Molecular
System, en 355 muestras de orina de mujeres con un

promedio de edad de 23.9 afios.
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Materiales y métodos

Poblacion accesible y muestra: la poblacion ac-
cesible fue de 4500 mujeres menores de treinta afios
con vaginitis inespecifica, que asistian a los hospita-
les de la Secretaria de Salud de Bogota y una pobla-
cion de igual tamafio de mujeres jovenes asintomaticas.
Mediante el analisis de potencia se determind una
muestra de 175 mujeres jovenes con vida sexual acti-
vay diagnostico clinico de vaginitis inespecificay 168
mujeres jovenes asintomaticas con vida sexual acti-
va, se utilizd un disefio muestral aleatorio estratificado.

Obtencion de la muestra: se analizaron 10 a 50ml
de orina, obtenidos de la primera miccion del dia (flu-
jo inicial del chorro), recolectados en frascos limpios
de polipropileno. Para determinar el tipo de riesgo de
la poblacion de contraer alguna enfermedad de trans-
mision sexual, se realizd una encuesta siguiendo las
recomendaciones del tratado de Helsinki, los con-
sentimientos informados fueron obtenidos de todas las
participantes en este estudio.

Preparacion de la muestra: la muestra de orina
fué homogenizada y tratada con una solucion deter-
gente para liberar el ADN, y posteriormente se le
adicion6 una solucién diluyente para preparar el es-
pécimen para la amplificacion.

Amplificacion por PCR: en la amplificacion se
utilizaron los primers biotinilados especificos, para
amplificar una secuencia de aproximadamente 207
pares de bases. Una vez realizada la extraccion, el
ADN con la mezcla maestra (primers, dNTPs, Taq
polimerasa, cloruro de magnesio y buffer) se llevo
al termociclador del analizador COBAS AMPLICOR,
en donde se realizd la técnica de PCR y posterior
deteccion. Para cada muestra se utilizé un control de
amplificacién interno.

Reaccion de hibridacion: una vez realizada la
PCR, se realizdo la reaccidon de hibridacidn
desnaturalizando los amplicones, estos se colocaron
en los pocillos de deteccion que contenian las
particulas magnéticas revestidas con una sonda
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oligonucleotida especifica para NG. Los amplicones
marcados con botina hibridan con las sondas
conjugadas con las particulas magnéticas.

Reaccion de deteccion: la deteccion se realizod
en el analizador COBAS AMPLICOR que extrae el
conjugado no ligado, lava las particulas magnéticas, y
afiade un conjugado de avidina- peroxidasa de ra-
bano picante, este ultimo se conjuga con el amplicon
marcado con biotina e hibrida con la sonda fijada a
las particulas magnéticas, finalmente, se afiadié una
solucién de perdéxido de hidrogeno y 3-3°, 5-5°

tetrametilbencidina (TMB) a cada pozo.

Resultados

En el presente estudio se evaluo la asociacion en-
tre CT y NG, utilizando la técnica de COBAS
AMPLICOR CT/NG Molecular System, en muestras
de orina de 355 mujeres con un promedio de edad de
23.9 afos, donde el 49,3% fueron mujeres
asintomaticas que manifestaron encontrarse totalmen-
te libres de sintomas relacionados con infeccion
vaginal o uretral y el 50,7% manifestaron presentar
sintomatologia de vaginitis inespecifica. El promedio
de edad de las mujeres participantes fue de 23.9 afios
(Tabla 1).

Veinte muestras fueron positivas para CT, infor-
mandose una prevalencia de 5.63%; esta misma po-
blacion se utilizé para detectar NG, mediante CO-
BAS AMPLICOR NG Molecular System.
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En relacion con los antecedentes de las enferme-
dades vaginales, en el grupo de mujeres asintomaticas,
el 79% manifiesto nunca haber presentado sintomas;
en la poblacidn sintomatica positiva para CT, se en-
contré que el 33.3% habia padecié enfermedad pélvica
inflamatoria anteriormente, de igual forma un 33.3%,
manifesté no saber que enfermedad habian padeci-
do. Las participantes de los dos grupos indicaron en
un 24 % haber tenido relaciones sexuales con alguien
mas aparte de su pareja durante los ultimos 6 meses.

El comportamiento sexual de las mujeres que par-
ticiparon en el estudio se resume en la Tabla 2.

Al realizar la deteccion de NG en las muestras
estudiadas, el 100% present6 un resultado negativo,
lo que indico un 0% de prevalencia de Infeccion
gonococica en la poblacidn de estudio. Las muestras
positivas para CT, también fueron negativas para NG,
es decir, no se encontrd asociacion entre positividad
para CT e infeccion por NG, mediante PCR CT/NG
COBAS AMPLICOR.

Discusion

En el estudio no se encontrd asociacion entre la pre-
sencia de CT y la deteccion de NG en las 355 mujeres
(promedio de edad de 23.9 afios) evaluadas. De las 20
muestras positivas para CT, ninguna fue positiva para
NG, el resultado anterior puede estar influenciado por el
tipo de muestra utilizada, debido a que el gonococo tiene

preferencia para infectar e invadir la uretra, el recto, la

Tabla 1. Distribucién de mujeres que participaron en el estudio por estratos que corresponden a su condiciéon de asintomaticas o que
presentaban vaginitis inespecifica, se muestra promedio de edades por estrato y porcentaje de positivas para CT y NG

Estratos Fi::::;rtnr aie Fdr: r:;:'if ke s{gliru'as Porcentaje % el
Mujeres asintomaticas 175 23.3 B 343 0
Mujeres con diagndstico
de vaginosis y vaginiis 180 45 1 778 0
naspecifica
Total 30 239 20 2.63 0
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Tabla 2. Caracteristicas de las mujeres que participaron en el estudio, teniendo en cuenta variables de interés en infeccién por CT y NG;
nimero de parejas sexuales, nimeros de abortos y uso de preservativo, se muestra la relacién de los hallazgos con los resultados positivos
de la prueba para CT y NG. NR*; mujeres positivas que no responden la encuesta.

, - Hian s Pasitivas Pasitivas " - Pasilivas FPosilivas
Caracteristicas Asintomaticas cT NG Sintomaticas T NG
Niimero parejas

saxuales
i 11 1] 1] 16 3 1
2 45 1] 1] 1 ] 1
3 hmas 12 B 0 3 5 Q
ME* ! 1 ] i il 0
Nivmero de aborfos
ningung 144 2 0 146 12 1
1 16 4 i 27 2 L
2 omas ;| 0 0 7 i 0
_Uso de preservalive s LI . S _ -
g a2 2 1] 35 i
Mo a3 4 145 13 Q

conjuntiva, la faringe y el endocervix, donde los pilis y la
proteina II median parcialmente la fijacion de este mi-
croorganismo a las células mucosas de estos tejidos. Sin
embargo, la muestra de orina presenta la ventaja de no
ser invasiva, lo que facilita su recoleccion en hombres y
mujeres (6-8); asi mismo, se han observado buenos re-
sultados al evaluar un gran numero de individuos en es-
tudios de prevalencia del patégeno (9,10) y existen téc-
nicas que pueden ser usadas para la deteccion simulta-
nea de patogenos en una sola muestra (10,11), asi, los
sistemas de amplificacion para la deteccion simultanea
de infecciones gonocdcicas y por Chlamydia, muestran
una sensibilidad superior comparados con el método tra-
dicional de cultivo y permite el uso de muestras no
invasivas. Lo anterior, incrementa el alcance, disminuye
los costos de la salud publica en los programas de
tamizaje con el objeto de controlar estas infecciones y
permite que instituciones con escasos recursos, desa-
rrollen programas de promocién y prevencion en enfer-
medades de transmision sexual (11,12,13). Asi mismo,
diferentes estudios, han comparado la sensibilidad de las
técnicas moleculares para la deteccion de CT y NG en
muestras como: hisopado vaginal y muestras de orina,
encontrando una alta similitud (90%) en los resultados
obtenidos (14-16).

La ausencia de infeccion por NG en las muestras
analizadas, puede indicar una baja prevalencia de este
patogeno en la muestra estudiada. Estudios en otras
poblaciones han reportado baja prevalencia de la in-
feccion gonococcica, tal es el caso del estudio realiza-
do en noviembre de 2002, en el Hospital General de
Montreal en Canada (17), en el que a 9772 pacientes
hombres y mujeres, se les detecto NG utilizando mues-
tras endocervicales, uretrales y de orina, los resulta-
dos de este estudio indicaron una baja prevalencia
(0.5%) y confirmaron la alta sensibilidad (100%) y es-
pecificidad (98.3-99.2%) de la técnica COBAS
AMPLICOR CT/NG en la deteccion de NG, el valor
predictivo positivo fue de 28,3% para muestras de ori-
na de mujeres y 7,1% en muestras endocervicales (17).
Sin embargo, estudios realizados por Barbara Van Der
Pol, et al. (18), en Indiana (2001), reportan que la téc-
nica COBAS AMPLICOR CT/NG presenta reaccion
cruzada con algunos aislamientos de Neisseria
subflava y Neisseria cinerea, y otros han mostrado
que poblaciones con baja prevalencia de CT y NG tie-
nen un valor predictivo positivo bajo, secundario a la
reactividad cruzada que se presenta con algunas ce-
pas de Neisseria no patogenas o de Lactobacillus en

muestras endocervicales (18,19).
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A pesar de las desventajas informadas del uso de
técnicas de biologia molecular en algunas poblacio-
nes a nivel mundial, estas contintian siendo una bue-
na alternativa en el diagnostico de patdogenos causan-
tes de enfermedades infecciosas(20) que pueden cur-
sar de forma asintomatica o con manifestaciones muy
leves, como es el caso de NG, en el que la lectura en
mujeres de frotis directos para su diagndstico no es
concluyente (21-23), por lo que se hace necesario
realizar cultivos que generalmente son negativos
(24,25).

Como recomendacion para mejorar la sensibilidad
y especificidad en el diagnostico de NG mediante la
técnica COBAS AMPLICOR CT/NG, proponemos
utilizar una muestra de hisopado vaginal disuelto en
orina, que permite evaluar en una sola muestra la pre-
sencia de CT y NG en patologias como cervicitis y/o
uretritis, disminuyendo los costos y mejorando la ca-

lidad del diagnéstico.
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