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Persistencia de Chlamydia trachomatis en el endometrio y liquido

peritoneal de pacientes con infertilidad pero cultivo cervical negativo*

JesUs Roberto Villagrana Zesati,* Marcela L6pez Hurtado,? Verénica R Flores Salazar,® Maria J de Haro
Cruz,* Marcos R Escobedo Guerra,* Fernando M Guerra Infante®

Antecedentes: las infecciones por Chlamydia trachomatis son un
problema de salud publica debido a su alta prevalencia; son asin-
tomaticas en 70% de las mujeres y tienen secuelas reproductivas
porgue no se detectan ni tratan oportunamente.

Objetivo: buscar C. trachomatis en el endometrio y el liquido peri-
toneal de mujeres infértiles en quienes no se detecté este agente
patégeno en el endocérvix.

Pacientes y método: estudio retrospectivo y transversal realizado
en pacientes con infertilidad de origen desconocido que en la his-
terosalpingografia no mostraron datos de obstruccién tubaria. En
todas se busco C. trachomatis en el endometrio y liquido peritoneal.
Resultados: de las 38 pacientes a las que se les efectué estudio
laparoscopico, s6lo 18 tuvieron infeccién en el endometrio, el liquido
peritoneal, 0 ambos; ocho de ellas fueron negativas a la amplifica-
cion de un producto de 129 pb del gen ompA de C. trachomatis en
muestras endocervicales. Los datos laparoscopicos indicaron que
cinco de ellas tenian enfermedad pélvica inflamatoria.
Conclusién: la ausencia de C. trachomatis en el endocérvix no
refleja lo que sucede en los genitales superiores; en mujeres en
quienes se sospeche infertilidad es necesaria una bisqueda inten-
cionada de infeccion por este agente patégeno en el endometrio.
Palabras clave: Chlamydia trachomatis, infeccién endocervical,
infeccién endometrial, infeccion del liquido peritoneal.

Background: Chlamydia trachomatis infection is considered a
public health problem due to its high prevalence, and because is
asymptomatic in 70% of women and provokes reproductive se-
quelae when it is not detected and treated timely.

Objective: To search for C. trachomatis in endometrium and peri-
toneal fluid of infertile women without detection of this pathogen in
cervical secretions.

Patients and method: A retrospective and cross-sectional study
was done in 38 patients with infertility only 18 showed peritoneal
fluid infection and/or endometrial infection, eight of them were nega-
tive for the amplificated product of 129-bp from CT ompA gene in
cervical secretions. Laparoscopic data showed that five of them
had pelvic inflammatory disease.

Conclusion: The non-detection of Chlamydia trachomatis in endo-
cervix does not reflect what happens in the upper genital tract, that's
why we need to do a deliberate search of infection by this pathogen
in endometrium of suspected women with infertility.

Key words: Chlamydia trachomatis, endocervical infection, endo-
metrium infection, peritoneal fluid infection.
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Infections a Chlamydia trachomatis sont considérés comme un
probléme de santé publique en raison de sa prévalence élevée,
asymptomatique dans 70% des femmes en matiére de reproduc-
tion et les séquelles qui produisent ne sont pas détectés et traités
rapidement. L'objectif de cette recherche était la recherche de
C. trachomatis (CT) dans le liquide péritonéal de I'endométre et
des femmes infertiles présentant pas de détection de cet agent
pathogene dans I'endocol. Sur les 38 patients atteints de la seule
étude a montré une infection par laparoscopie dans 18 I'endomeétre
et/ ou le liquide péritonéal, dont huit se sont révélés négatifs pour
I'amplification de de 129 pb du géne ompA produit de la TDM dans
les échantillons endocervicaux, les données laparoscopiques
ont montré que cing d’entre eux eu une maladie inflammatoire
pelvienne (PID). En conclusion, la non-détection de CT dans
endocol ne refléte pas ce qui se passe dans les organes génitaux
supérieurs, nécessite une recherche délibérée de I'infection par
cet agent pathogéne dans I'endometre chez les femmes atteintes
d’infertilité suspectée.

Mots-clés: infection a Chlamydia trachomatis endocervical, endo-
métrial infection et I'infection du liquide péritonéal.

Infec¢Bes por Chlamydia trachomatis s@o considerados um
problema de salde publica devido a sua alta prevaléncia, assin-
tomatica em 70% das mulheres e sequelas reprodutiva que ndo
produzem a ser detectados e tratados precocemente. O objetivo
desta pesquisa foi a busca por C. trachomatis (CT) no liquido peri-
toneal e endométrio de mulheres inférteis com nenhuma detecgao
desse patdégeno em endocérvice. Dos 38 pacientes com apenas
um estudo mostrou laparoscépica infeccdo em 18 endometrial
e / ou fluido peritoneal, oito das quais foram negativas para a
amplificagcdo de um produto de 129 pb do gene ompA de CT em
amostras endocervicais, laparoscépicas dados mostraram que
cinco deles teve doenca inflamatdria pélvica (DIP). Em concluséo,
a nao detecgao de CT em endocérvice nao reflete o que acontece
nos 6rgdos genitais superiores, requer uma busca deliberada
de infeccd@o por essa bactéria no endométrio em mulheres com
infertilidade suspeita.

Palavras-chave: Chlamydia trachomatis infec¢@o endocervical,
endométrio infecgdo e infecgao do fluido peritoneal.
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as infecciones de transmision sexual producidas por
Chlamydia trachomatis representan un problema
de salud publica debido a su alta prevalenciay a las
consecuencias devastadoras que ocasionan en la reproduccion
femenina, porque generan enfermedad pélvica inflamatoria,
infertilidad por obstruccion tubaria y embarazos ectopicos.'?
Los métodos de mayor precision para el diagnostico de in-
fecciones endocervicales por C. trachomatis son el cultivo
celular y la amplificacion del acido desoxirribonucleico
(ADN) por reaccion en cadena de la polimerasa (PCR);%*
sin embargo, es dificil detectar este agente patdgeno en los
organos genitales superiores, ya que la muestras endocervi-
cales no necesariamente reflejan lo que sucede en ellos. Al
principio la infeccion suele ser asintomatica o solo causar
molestias leves que no generan preocupacion en la paciente.
La persistencia de la infeccion por C. trachomatis du-
rante meses o afios en el area endocervical, las infecciones
repetidas o un tratamiento antimicrobiano tardio son fac-
tores que favorecen que esta bacteria invada los 6rganos
genitales superiores, como los ovarios o las trompas de
Falopio.25¢ No detectar C. trachomatis en el endocérvix
no implica que no exista una infeccion tubaria.

* Trabajo ganador del tercer lugar del Premio Dr. Luis Castelazo
Ayala, otorgado a los trabajos cientificos de investigacion
clinica, presentados por escrito, en el 63° Congreso Mexicano
de Ginecologia y Obstetricia, celebrado del 5 al 9 de agosto
de 2012 en Guadalajara, Jal.
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Aunque la presencia de anticuerpos anti-Chlamydia o
la deteccion de ADN de C. trachomatis por hibridacion
en biopsias de tejido endometrial son los métodos utiliza-
dos para diagnosticar infeccion en los 6rganos genitales
superiores,”% en varias clinicas de infertilidad no se usan
de manera habitual debido a que las pruebas seroldgicas
se consideran de poca validez, porque los titulos elevados
de anticuerpos pueden persistir durante afios, lo que hace
dificil identificar a las mujeres con infeccion activa en
estos tejidos.**? La busqueda de ADN de C. trachomatis
en el endometrio resulta irrelevante porque se desconoce
la velocidad real de crecimiento de esta bacteria y no se
entiende hasta qué punto este microorganismo puede exis-
tir en forma latente (infeccidn persistente) en estos tejidos.

Debido a lo anterior, el objetivo de este estudio fue
examinar la hipdtesis de que C. trachomatis puede persistir
como una infeccidn cronica en los tejidos de los 6rganos
genitales superiores, aun cuando no se demuestre una
infeccion en el endocérvix. Para ello, se amplifico un
fragmento del gen omp A de C. trachomatis mediante reac-
cion en cadena de la polimerasa (PCR) de punto final en
biopsias de endometrio y liquido peritoneal de las mujeres
que fueron negativas, también por PCR, a la infeccion por
este microorganismo en el endocérvix.

Pacientes

Estudio retrospectivo y transversal realizado de enero a
diciembre de 2010. Se seleccionaron todas las pacientes
infértiles por causa desconocida que no tenian obstruccion
tubaria, corroborada por histerosalpingografia.

Muestras endocervicales

Las muestras de endocérvix se colectaron con un espejo
vaginal estéril sin lubricante y la introduccion de un hi-
sopo de dacron en el cuello del dtero, con el que se hizo
un raspado riguroso para obtener células endocervicales.
Posteriormente, el hisopo se coloc6 en un tubo cénico que
contenia el medio de transporte 2SP, y se mantuvo a -70°C
hasta el momento de usarlo.

Muestras de endometrio

Las muestras se obtuvieron mediante aspiracion con una
canula de biopsia desechable estéril. Las biopsias de en-
dometrio se colocaron en tubos conicos que contenian el
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medio de transporte 2SP y se conservaron a -70°C hasta
el momento de efectuar el diagndstico de infeccion por
C. trachomatis.

Muestras de liquido peritoneal

Las muestras de liquido peritoneal se obtuvieron durante
la laparoscopia. El método utilizado fue la aspiracién del
liquido libre acumulado en el fondo de saco. El liquido
peritoneal se deposit6 en tubos de propileno y se centri-
fugd a 9,000 x g durante 10 minutos. Al botén celular
se le adicionaron 2 mL del medio de transporte 2SP y se
mantuvo a -70°C hasta el momento de hacer el diagndstico
de infeccion.

Purificacion de ADN

Se realiz6 una digestion proteica de 200 pL de cada una
de las muestras mediante proteinasa K; posteriormente,
se llevo a cabo la purificacion del ADN por el método de
fenol-cloroformo, tal como se describio.*

Deteccién de Chlamydia trachomatis

El diagnéstico de infeccion por Chlamydia se realizo
mediante la amplificacion de un fragmento de 129 pb del
gen omp A de C. trachomatis, con reaccién en cadena
de la polimerasa (PCR). Los iniciadores usados fueron
los reportados por Duthil y col.** en 1993 (MOMP1
5-GCCGCTTTGAGTTCTGCTTCCTC-3" y MOMP2
3’-CCAAGTGGTGCAAGGATCGCA-5’). La PCR se
efectud en un volumen final de 50 pL, que consistio en: 3
pL de ADN y 47 pL de la mezcla que contenia regulador
de amplificacion 1 X, 1.75 mM de MgCl,, 30 pM/uL de
cada uno de los iniciadores, 160 uM/pL de cada una de
las bases y 1 U/uL de Taq polimerasa (Promega, Madison
WI, EUA). La mezcla de reaccion se someti6 a desna-
turalizacion a 95°C durante 10 minutos, seguida de 34
ciclos de amplificacion en un termociclador PTC-100 (MJ
Research Inc., EUA) y una extension final prolongada
de 70°C durante 10 minutos. Cada ciclo consistié en un
paso de desnaturalizacion a 95°C durante 60 segundos,
de una alineacién a 61°C por 120 segundos y de una ex-
tension a 70°C durante 60 segundos. Los productos de la
amplificacion se analizaron por electroforesis en gel de
agarosa a 2% revelado con bromuro de etidio al 0.1%.
En cada ensayo se incluyd ADN genémico de C. tracho-
matis (ATCC L2 434/Bu) como control positivo y ADN
de células HeLa como control negativo. La existencia
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de un producto de amplificacion de 129 pb se considerd
positiva a la infeccion por Chlamydia trachomatis.

Se analizaron 38 pacientes con datos de infertilidad por
causa desconocida. En la Figura 1 se muestra la ampli-
ficacion del fragmento de 129 pb del gen ompA de C.
trachomatis. La edad promedio de las mujeres fue de 30
+ 5 afios; la mayoria de ellas refirio haber tenido sé6lo un
compafiero sexual. Veinte fueron negativas a la infeccion
por C. trachomatis en el endocérvix, el endometrio y el
liquido peritoneal. El anlisis por laparoscopia indic6 que
14 mujeres no tenian lesiones; dos tenian obstruccion tu-
baria bilateral; tres, adherencias laxas, y una, obstruccion
tubaria bilateral y adherencias laxas (Cuadro 1).

En las 18 pacientes restantes se logré demostrar una
infeccion por C. trachomatis. El promedio de edad de
estas mujeres fue de 31 + 5 afios, y la mayoria sélo tuvo
un compariero sexual. En 10 de ellas se observé infeccion
endocervical, y de éstas, a siete se les detectdé ADN de C.
trachomatis en el endometrio y el liquido peritoneal y a
una solo en el endometrio. Los hallazgos laparoscépicos
de este grupo de pacientes fueron: dos mujeres con obs-
truccion tubaria bilateral, dos con adherencias pélvicas y
dos con ambos padecimientos (Cuadro 1).

Figura 1. Amplificacion del gen ompA de Chlamydia trachomatis. Se
analizaron muestras de endocérvix (Ecx), endometrio (End) y liquido
peritoneal (LP) de mujeres sin infeccion endocervical por Chlamydia
trachomatis; C (-) control negativo; ADN de células HelLa; C (+)
control positivo; ADN de Chlamydia trachomatis (ATCC L2 434/Bu).
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Cuadro 1. Datos clinicos y laparoscépicos de pacientes infértiles con infeccion por Chlamydia trachomatis

Edad (afios)
Inicio de vida sexual activa (afios)
Numero de compafieros sexuales
Enfermedad pélvica inflamatoria
Obstruccion tubaria bilateral
Adherencias pélvicas
Obstruccion tubaria bilateral + adherencias pélvicas
Sin lesiones
Embarazos ectopicos
Infeccién por Chlamydia en:

Endocérvix

Endometrio

Liquido peritoneal

Endometrio y liquido peritoneal
Tipo de infertilidad

Primaria

Secundaria
Temperatura corporal (°C)
Leucocitos X 10°
VSG (mm/h)

Sin infeccién por C. Con infeccion por C. trachomatis
trachomatis
n=20 ) -
Negativo en el Positivo en el
endocérvix endocérvix
n=8 n=10
19-37 21-38 25-39
18-25 14-37 19-20
1-2 1 1-2
0 5 0
2 0 2
3 0 2
1 0 2
14 3 4
0 0 2
0 0 10
0 0 1
0 3 0
0 5 7
15 5 6
5 3 4
36.2-37.2 36.5-37.5 36.5-37.5
5.2-8.6 5.1-13.0 4.7-11.8
5-38 6-20 6-35

VSG: velocidad de sedimentacion globular.

De las ocho pacientes sin infeccion endocervical,
la edad promedio fue de 31 + 4 afios; la mayoria habia
tenido s6lo una pareja sexual; cinco fueron positivas a
C. trachomatis en el endometrio y el liquido peritoneal
y tres solamente en el liquido peritoneal. En el estudio
de laparoscopia se apreci6 que tres pacientes no tenian
lesiones y cinco padecian enfermedad pélvica inflamatoria
(Cuadro 1). En cuanto a la prevalencia de infeccion por C.
trachomatis, se demostré que cuando s6lo se analizaron
las muestras endocervicales ésta fue de 26.32%, mientras
que si se evaluaron el endometrio y el liquido peritoneal
se increment6 a 47.36%.

La infeccidn por Chlamydia trachomatis se ha detectado en
diversos tejidos del aparato genital, como: el endocérvix, el
endometrio, el ovario y las trompas de Falopio, asi como en
el liquido peritoneal del fondo de saco.”#1% En este estudio
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se comprobd la infeccion simultanea por C. trachomatis
en el endometrioy el liquido peritoneal sin infeccién en el
endocérvix. Este hallazgo confirma el caracter ascendente
de C. trachomatis, como ya se habia descrito en un modelo
animal 1" Se han sugerido tres diferentes mecanismos
para que C. trachomatis pueda ascender a los érganos
genitales superiores. En primer lugar, se ha propuesto que
los espermatozoides actlan como transportadores de la
bacteria; estudios in vitro han demostrado la capacidad de
C. trachomatis de adherirse a las células espermaticas.8*°
En segundo lugar, la cantidad y calidad del tap6n mucoso
y su efecto protector, que puede ser modificado por las
fluctuaciones hormonales durante el ciclo menstrual,
permite el ascenso de los microorganismos de la vagina,
incluido C. trachomatis.?® Asimismo, las contracciones
subendometriales, que se amplifican antes de la ovulacion,
también pueden influir en el ascenso de microorganismos.?
Por Gltimo, pueden contribuir algunos procedimientos
invasivos, como la colocacion del dispositivo intrauterino,
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la biopsia de endometrio, la sonohisterosalpingografia o
la histerosalpingografia, entre otros.

El desconocimiento por parte de la paciente y del médico
de una infeccién por C. trachomatis en el endometrio puede
tener un efecto devastador en futuros embarazos. La concep-
cion que se produce en una cavidad uterina infectada puede
estar predestinada a un aborto espontaneo. En esta investiga-
cidn, ocho pacientes no tenian infeccién por C. trachomatis
en el endocérvix, pero si en el endometrio y en el liquido
peritoneal; cinco de ellas tenian salpinges hiperémicas que
sugerian enfermedad pélvica inflamatoria leve. Esta observa-
cion indujo al médico a prescribir tratamiento antimicrobiano
de amplio espectro. A pesar de lo anterior, tres pacientes del
mismo grupo no mostraron datos laparoscopicos de lesion,
por lo que corrian el riesgo de padecer enfermedad pélvica
inflamatoria, obstruccion tubaria bilateral, embarazos ectopi-
cos o dolor pélvico cronico si no se les indicaba tratamiento
antimicrobiano especifico y oportuno.

Si bien la enfermedad pélvica inflamatoria se considera
una infeccion polimicrobiana de los érganos genitales su-
periores,? la tercera parte de los casos son producidos por
C. trachomatis.??® Las tasas de progresion y recurrencia
varian ampliamente entre las pacientes;* algunos estu-
dios han informado que entre 2.0 y 4.5% de las mujeres
con infeccion por C. trachomatis en el endocérvix pueden
padecer la enfermedad en aproximadamente 14 dias.12%
En otros estudios con seguimiento mas prolongado, se
han reportado tasas mas bajas del padecimiento, que van
de 0 a 9.5%.2124 En este estudio, de las 18 pacientes con
infeccion por C. trachomatis, sdlo cinco tenian enfermedad
pélvica inflamatoria leve o moderada; todas ellas fueron
tratadas de manera ambulatoria. A pesar de lo anterior, se
ha puesto en evidencia que ain después del tratamiento
antimicrobiano, un bajo porcentaje de estas mujeres puede
padecer la enfermedad. Un estudio prospectivo, realizado
por Ness y col. con 1,170 mujeres de cinco clinicas de
Estados Unidos, demostr6 que de 122 pacientes que fue-
ron positivas a C. trachomatis, 23 sufrieron enfermedad
pélvica inflamatoria atn después del tratamiento.?

Aungue existen pocos estudios prospectivos de las se-
cuelas que se producen en los drganos genitales después de
la enfermedad pélvica inflamatoria no diagnosticada o mal
tratada, se ha informado que cerca de 19% de las mujeres
sufriran infertilidad, 15% enfermedad pélvica inflamatoria
recurrente y 20.7% dolor pélvico crénico.'? En este estu-
dio, de las 10 pacientes con infeccién en el endocérvix, el
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endometrioy el liquido peritoneal, seis tenian obstruccion
tubaria, adherencias pélvicas, 0 ambas, lo que sugiere que
no padecian enfermedad pélvica inflamatoria o no fueron
diagnosticadas y, en consecuencia, tampoco fueron trata-
das; dicha situacion seguramente genero infeccion cronica
por C. trachomatis. Se ha propuesto que las adherencias
y la obstruccion tubaria son resultado de una respuesta
autoinmunitaria 6rgano especifica, debido a la produccion
de anticuerpos contra la proteina de choque térmico de 60
kDa (hsp60) de C. trachomatis. Esta proteina tiene una
homologia de 60% en su secuencia de aminoacidos con la
proteina de hsp60 de células humanas. Las pacientes con
oclusidn tubaria, con adherencias, o con ambas, muestran
concentraciones elevadas de anticuerpos anti-HSP60 de
C. trachomatis.?”2

Durante una infeccién cronica, C. trachomatis produce
altas cantidades de HSP60. Los efectos de la reactividad
cruzada con las HSP60 humanas posiblemente perpetdan
y aumentan la infeccion y, por tanto, inducen un proceso
inflamatorio de evolucion cronica que dafiara al tejido
y provocara la reparacion del mismo con una alta po-
sibilidad de cicatrizacion y fibrosis; esto producird una
obstruccion parcial o total de las salpinges y la formacion
de adherencias.?’°

Debido a que las tasas de avance de la infeccion varian
ampliamente entre las pacientes, es imperativo pensar
primero en las que tienen factores de riesgo e infertilidad
y posteriormente realizar los estudios adecuados para un
buen diagndstico y, segln corresponda, un tratamiento
especifico. Continuar con esta linea de investigacion per-
mitird entender mejor la historia natural y la patogénesis
de C. trachomatis. No se descarta la posibilidad de que en
un futuro proximo se desarrolle una vacuna.
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