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RESUMEN

Objetivo: determinar mediante la técnica de reaccion en cadena
de la polimerasa en tiempo real, la frecuencia de las infecciones por
Chlamydia trachomatis y Mycoplasma spp., en mujeres atendidas
por infertilidad en el Hospital *"Hermanos Ameijeiras” desde febrero
de 2017 hasta enero de 2019.

Métodos: se determind la presencia de C. trachomatis y
Mycoplasma spp., en las muestras de exudados endocervicales,
obtenidas en 436 mujeres atendidas por infertilidad en la consulta
de Genética del Hospital “Hermanos Ameijeiras” desde febrero
de 2017 hasta enero de 2019. Las determinaciones se realizaron
mediante los estuches comerciales Light Mix kit Chlamydia
trachomatis y Light Mix kit Mycoplasma gen/hom and Ureaplasma
de TIB MOLBIOL, respectivamente, en un termociclador Cobas
z480 (Roche). Se realizaron los analisis de frecuencia y porcentaje,
mediante el programa estadistico SPSSv-20.

Resultados: del total de mujeres estudiadas (n=436), en 18
(4,1%) se detectaron muestras positivas para C. trachomatis.
La deteccion de Mycoplasma spp., mostrd que 171 (39,2%) de
las mujeres tuvieron exudados endocervicales con reacciones
positivas para varias especies de este género. Siete muestras
(1,61%) presentaron coinfecciones por ambas bacterias.

Conclusiones: la frecuencia de infeccion por C. trachomatis en
las mujeres estudiadas por infertilidad es baja; en cambio, la
positividad detectada para Mycoplasma spp. es mas alta.
Palabras clave: diagndstico; Chlamydia trachomatis; Mycoplasma
spp.; PCR en tiempo real.

ABSTRACT

Objective: to determine, by Real Time PCR, the frequency of
Chlamydia trachomatis and Mycoplasma infections in women
treated for infertility at the "Hermanos Ameijeiras” Hospital since
February 2017 until January 2019.

74

Methods: The presence of C. trachomatis and Mycoplasma
spp. was determined in vaginal samples of 436 females treated
for infertility in the Genetic Department of the “Hermanos
Ameijeiras” Hospital since February 2016 until January 2019. The
determinations were made using the Light Mix kit C. trachomatis
and Light Mix kit Mycoplasma gene/hom and Ureaplasma from TIB
MOLBIOL, respectively, in a Cobas z480 thermal cycler (Roche).
Frequency and percentage analyzes were performed using the
statistical program SPSSv-20

Results: Of the total of women studied (n = 436) only 18 (4.1%)
were positive for C. Trachomatis. The detection of Mycoplasma spp.
showed that 171 (39.2 %) were positive for several of their species.
Seven samples (1.61 %) showed coinfections by both bacterial.

Conclusions: The frequency of infection by C. trachomatis in
women studied for infertility is low; on the other hand, those found
for Mycoplasma spp. are relatively high.

Keywords: Diagnosis; Chlamydia trachomatis, Mycoplasma spp.,
Real time-PCR.

INTRODUCCION

importantes estan aquellas causadas por Chlamydia

trachomatis y Mycoplasma spp. genitales.(*? Las
secuelas que producen en el tracto genital superior, a largo
plazo, son causa de infertilidad. Los estudios de la asociacién
entre la infertilidad y la presencia de estos microorganismos
muestran resultados controversiales.®

E ntre las infecciones de transmisién sexual (ITS) mas

Chlamydia trachomatis es una bacteria intracelular obligada
gramnegativa, que tiene como Unico hospedero natural
al hombre. Se distingue por permanecer asintomatica en
la mayoria de las mujeres infectadas.® Con un estimado
de 131 millones de casos nuevos por afio, la infeccion por
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C. trachomatis se considera la mas comun de las ITS de
origen bacteriano. Sin embargo, entre el 70 y 90% de
estas infecciones pueden permanecer silentes por un largo
periodo,® lo cual puede llevar al desarrollo de secuelas
como la enfermedad pélvica aguda (EPA), los embarazos
ectdpicos v la infertilidad, entre otras.® Por otra parte, son
muchas las evidencias que sefialan la importancia clinica
de las infecciones causadas por los micoplasmas genitales.
® Estos incluyen varias especies de Mycoplasma y de
Ureaplasma. Todas, agrupadas como Mycoplasma spp.,
estos microorganismos se asocian con el desarrollo de
uretritis en el hombre y el riesgo de causar EPA, cervicitis y
endometritis en la mujer, asi como la infertilidad en ambos
sexo0s.”® Aunque C. trachomatis y Mycoplasma spp. son
microorganismos diferentes, las infecciones causadas por
ellos tienen aspectos similares en cuanto a su patogenia,
manifestaciones clinicas, asi como en su tratamiento.”

La deteccion de la infeccidon causada por C. trachomatis es
compleja. Los resultados obtenidos a partir de los métodos
colorimétricos difieren de aquellos que emplean los métodos
moleculares como la reaccion en cadena de la polimerasa
(PCR, del inglés Polimerase Chain Reaction).® Sin embargo,
la mayor sensibilidad y especificidad de estos Ultimos
contribuye a que en los ultimos afios se implementen como
métodos de diagndstico para la deteccion de los genomas
de C. trachomatis y Mycoplasma spp., a partir de muestras
de exudado endocervical.®

En el afio 2016 se implementa en el Laboratorio de Genética

del Hospital Clinico Quirdrgico “Hermanos Ameijeiras”
las plataformas de termocicladores Roche. Esto permite
la implemetacidon de técnicas diagndsticas para diversas
enfermedades, basadas en la tecnologia de la reaccion en
cadena de la polimerasa en tiempo real (PCR-TR) y entre
ellas, la deteccién de los genomas de C. trachomatis y
Mycoplasma spp.

La PCR-TR es mas sensible y especifica que los métodos
de PCR a punto final,® por lo que contar con estos métodos
como herramienta diagnostica ofrece una mayor seguridad
para los especialistas que tratan temas tan sensibles como
los trastornos de la fertilidad.

De ahi que, el presente trabajo tuvo como objetivo
determinar, mediante la técnica de PCR-TR la frecuencia de
las infecciones producidas por C. trachomatis y Mycoplasma
spp., en exudados endocervicales obtenidos en mujeres
atendidas por infertilidad en el Hospital “Hermanos
Ameijeiras” de La Habana desde febrero de 2017 hasta
enero de 2019.

MATERIALES Y METODOS

Disefio general del estudio: se realiz6 un estudio transversal
descriptivo en 436 mujeres con edades comprendidas
entre 25 y 45 afios, remitidas por estudio de infertilidad,
al servicio de Genética Molecular del Hospital “"Hermanos
Ameijeiras” desde febrero de 2017 hasta enero de 2019,
para la deteccién de los genomas de C. trachomatis y
Mycoplasma spp.
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Colecta y procesamiento de las muestras: a cada una
de las 436 mujeres se les tom6 un exudado endocervical,
mediante hisopos plasticos estériles, humedecidos con 1
mL de PBS 1X y pH de 7,2. En la toma de las muestras
se siguieron las normas de esterilidad y bioseguridad
establecidas para este procedimiento.

El ADN se obtuvo a partir de las muestras endocervicales
colectadas en 1mL de PBS 1X. Para ello se empled el
estuche comercial High Pure PCR Template Preparation Kit
(Roche Applied Science), segln las normas establecidas
por el fabricante para su ejecucion.

Se comprobd la calidad de la muestra de ADN obtenida
mediante la lectura de la densidad 6ptica (DO) a 260/280
nm y la pureza de la misma a dicha longitud de onda en un
espectrofotdmetro de microgotas Nano Drop One (Thermo
Scietific).

La reaccién de la PCR-TR para la deteccion de los genomas
de C. trachomatis y Mycoplasma spp., se realizd en un
termociclador Cobas z480 (Roche), mediante los estuches
comerciales Light Mix kit Chlamydia trachomatis y Light Mix
Kit Mycoplasma gen/hom and Ureaplasma, ambos de TIB
MOLBIOL. Las reacciones y analisis de los resultados en el
equipo Cobas z480 se realizaron segun las instrucciones del
fabricante.

Anadlisis de los resultados: los analisis estadisticos
descriptivos de frecuencia y porcentaje se realizaron
mediante el programa SPSS Version 20.

Consideraciones éticas: el estudio se aprobé por el Comité
de Etica para la Investigacion en Salud y el Consejo Cientifico
del Hospital "Hermanos Ameijeiras”. Se tuvieron en cuenta
las regulaciones internacionales para las investigaciones en
los seres humanos con fines diagndsticos y terapéuticos,
establecido en la Declaracion de Helsinki, Fortaleza, Brasil,
2013.09 El consentimiento informado se obtuvo en cada
una de las pacientes incluidas en este estudio.

RESULTADOS

La deteccion de los correspondientes genomas demostrd
que en el 4,1% de las mujeres estudiadas se identificd
una infeccion por C. trachomatis y el 39,2% mostrdé una
reaccion positiva a Mycoplasma spp. La infeccion por ambos
microorganismos se detectd en las muestras de 7 pacientes
(1,6%). Tabla 1

Tabla 1. Determinacion de las frecuencias de infeccion por C.
trachomatis y Mycoplasma spp.

C. trachomatis Frecuencia | Porcentaje (%)
Negativos 418 95,9
Positivos 18 4,1
Mycoplasma spp.

Negativos 265 60,8
Positivos 171 39,2

Total 436 100,0
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DISCUSION

Las infecciones por C. trachomatis se consideran un
problema de salud debido a que pueden causar secuelas
severas, entre estas la infertilidad femenina. Por ello,
su diagndstico requiere de métodos sensibles, rapidos
y especificos. El presente trabajo es el primero en Cuba
en abordar el diagndstico de C. trachomatis mediante el
empleo de la técnica de PCR-TR.

Pocos son los estudios que abordan la tematica de
infertilidad asociada al diagnostico de C. trachomatis en
Cuba. De ellos, solo uno realiza el diagndstico, empleando
un método de PCR a punto final. En ese estudio, con 224
mujeres estudiadas por infertilidad, en 6,9% se detecta el
genoma de C. trachomatis. Ese resultado muestra una baja
deteccion del microorganismo, aunque en un porcentaje
superior al identificado por los autores del presente
trabajo. Esta diferencia pudo estar relacionada con una
menor especificidad del método de PCR empleado en dicho
estudio.
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Una caracteristica distintiva de C. trachomatis es que ante
la respuesta inmune del hospedero interrumpe su ciclo
replicativo y pasa a un estado de persistencia en el cual
utiliza las funciones celulares para sobrevivir por largos
periodos.(1® En estado de persistencia C. trachomatis
migra al tracto genital superior, alli establece una infeccion
crénica no detectable, por lo general asintomatica. Bajo
estas condiciones las mujeres afectadas permanecen
sin tratamiento durante largos periodos lo cual conlleva
al desarrollo de infertilidad como una secuela de la
infeccién.(”? Esto puede explicar, al menos en parte,
la baja deteccion de C. trachomatis en las mujeres
asintomaticas que acuden a la consulta de infertilidad.

En las muestras de ADN estudiadas se detecté una
mayor frecuencia de infeccidon por Mycoplasma spp. Este
resultado pudo vincularse con el mecanismo de persistencia
desarrollado por C. trachomatis. Se plantea que, si bien en
su estado de persistencia C. trachomatis no es detectable
por técnicas de PCR ni por el cultivo, puede favorecer la

susceptibilidad a la infeccion por otros microorganismos
como Mycoplasma spp. y Neisseria gonorrhoeae, en
consecuencia, el desarrollo probable de una EPA como
antesala de infertilidad.*®

CONCLUSIONES

La frecuencia de infeccion por C Trachomatis en las
mujeres estudiadas por infertilidad es baja; sin embargo,
las encontradas para Mycoplasma son mas altas.

Estudios que emplean PCR-TR para el diagndstico de C.
trachomatis, realizados en poblaciones de otros paises
como la Republica de la India,® Espafia,? Reino Unido,®3
Estados Unidos® y comunidades del Medio Oriente®*>
muestran resultados similares a los detectados en el
presente estudio.
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