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RESUMEN:

Introduccién: la infeccién por Chlamydia trachomatis es un factor de riesgo bien establecido en pacientes con ruptura prematura
de membranas y parto prematuro; sin embargo, su papel en el riesgo de aborto temprano es incierto.

Objetivo: determinar si existe asociacion entre la presencia de infeccién por Chlamydia trachomatis y aborto temprano en un
grupo de mujeres de Aguascalientes, México.

Material y métodos: se estudiaron muestras de 108 productos de aborto temprano y 42 pacientes con embarazo normal mediante
reaccién en cadena de la polimerasa de punto final para determinar la presencia de Chlamydia trachomatis. Se evalué la magnitud
de la asociacién entre aborto temprano e infeccidn por este microrganismo con razén de momios (RM) ¢ intervalos de confianza
al 95% (IC 95%). Un valor de p < 0.05 se considerd significativo.

Resultados: se encontré Chlamydia trachomatis en 39 de las 150 pacientes (26%), en 37 de 108 mujeres con aborto temprano
(34.2%) y en dos de 42 mujeres con embarazo normal (4.7%) (p = 0.002). Se observd asociacién positiva del riesgo de aborto
temprano ¢ infeccién por Chlamydia trachomatis con RM de 10.42, IC 95%: 2.39#45.54, p = 0.002.

Conclusiones: encontramos una frecuencia de infeccion por Chlamydia trachomatis mas elevada que la reportada previamente en
nuestro pais y un riesgo significativamente mayor de aborto temprano en mujeres embarazadas con esta infeccién (10.42), lo que
sugiere la necesidad de incluir el estudio molecular de este patdgeno en mujeres en control prenatal.

PALABRAS CLAVE: Chlamydia trachomatis , Aborto, Reaccidn en Cadena de la Polimerasa.

ABSTRACT:

Background: Chlamydia trachomatis infection in women has been strongly associated with early membrane rupture and pre-term
labor; however, the evidence linking Chlamydia trachomatis infection and early miscarriage is inconsistent.

Objective: To determine if there is an association between Chlamydia trachomatis infection and early abortion in a group of
women from Aguascalientes, Mexico.
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Material and methods: 108 carly abortion product samples were analyzed using polymerase chain reaction technique, along with
42 samples that belonged to 42 patients with a normal pregnancy, in order to determine the presence of Chlamydia trachomatis.
The strength of association between early abortion and Chlamydia trachomatis infection was measured with odds ratio (OR) and
95% confidence intervals (95% CI). A value of p < 0.05 was considered statistically significant.

Results: Chlamydia trachomatis infection was positive in 39 of 150 patients (26%), in 37 of 108 women with early abortion (34%)
and in two of 42 of women with uneventful control pregnancies (4.7%) (p = 0.002). We observed a positive association between
the risk of early miscarriage and Chlamydia trachomatis infection (OR = 10.42, 95% CI, 2.39#45.54, p = 0.002).

Conclusions: We found a higher frequency of Chlamydia trachomatis infection than the one previously reported in our country,
and a higher risk of early abortion for Chlamydia trachomatis infection (10.42) in pregnant women, which suggests the necessity
of including the molecular study of this pathogen in women in prenatal control.

KEYWORDS: Chlamydia trachomatis , Abortion, Polymerase Chain Reaction.

Se ha reportado a nivel mundial que el 14% de las muertes relacionadas con el embarazo son debidas a un
aborto y que del 12 al 15% de todos los embarazos ocurre una pérdida gestacional. 12 En nuestro pais, el

aborto fue causa del 7.2% de las muertes maternas en el periodo comprendido entre 2002 y 2009. > Las
causas de la pérdida del embarazo son muy diversas y, si bien la etiologia de hasta el 50% de ellas no es
conocida, se sabe que existen diversos factores que pueden tener un efecto directo o indirecto sobre el fracaso

gestacional. 4 Algunos autores han sugerido que las infecciones en general pueden documentar entre el

10y el 60% de los abortos y pueden ser un importante factor de riesgo en las mujeres embarazadas de paises

5

de bajos o medianos ingresos. Entre los multiples agentes infecciosos implicados en esta patologia, la

Chlamydia trachomatis ha tenido un importante incremento en su frecuencia de diez anos a la fecha, 6 y
en la actualidad se considera el agente bacteriano asociado con resultados adversos del embarazo, asi como el
mds frecuentemente transmitido por via sexual en todo el mundo. 7:8.9.10

La Chlamydia trachomatis afecta de manera inicial el cérvix y la uretra, con lo cual causa leucorrea y
disuria. Cuando la infeccién no es diagnosticada y tratada, puede generar cervicitis, endometritis, salpingitis
o enfermedad pélvica inflamatoria, aunque hasta 80 0 90% de las infecciones por este agente patdgeno cursan
con escasa o ninguna sintomatologia. Aunado a esto, durante el embarazo los cambios en la respuesta inmune
pueden incrementar el riesgo de colonizacién por Chlamydia trachomatis. Se ha sugerido que el mecanismo
por el cual esta bacteria puede generar pérdida gestacional es la invasién del espacio coriodecidual, lo cual
ocasiona inflamacién placentaria y corioamnioitis. La corioamnioitis favorece la liberacién de proteasas, las

cualesllevan a ruptura prematura de membranas, activacién de la cascada del 4cido araquidénico, contraccion

uterina y finalmente a parto prematuro o aborto. !

El hecho de que la Chlamydia trachomatis es una bacteria intracelular con la capacidad de existir en forma
activa o latente dentro de las células del epitelio genital, la dificultad técnica para su cultivo e incluso para
su deteccidn molecular —debido a la presencia de inhibidores de la reaccién en cadena de la polimerasa y
al bajo numero de copias presentes en la mayoria de las lesiones—, sumado a que no se le busca de manera
intencionada, deriva en que el impacto de este agente en la presencia del aborto pueda ser cada vez més
relevante.

En la literatura, los estudios que reportan el papel de la Chlamydia trachomatis en el aborto han generado

resultados mixtos: la Chlamydia trachomatis es un agente bien reconocido como causa de parto prematuro

1213 ¢in embargo, su papel como causa de aborto temprano es poco

y de ruptura prematura de membranas;
claro. Baud e# 4/. demostraron la presencia de ADN de Chlamydia trachomatis con mayor frecuencia en

productos de la concepcidn y en placentas de mujeres con aborto que en los controles (4% frente a 0.7%).

1516 ihcluido un metaanalisis reciente. V7

14 No obstante, otros han fallado en demostrar esta asociacién,
Con la finalidad de conocer si existe una asociacién entre la presencia de este agente patégeno y el aborto

temprano, nosotros estudiamos a través de la reaccidon en cadena de la polimerasa (PCR, por sus siglas en
p p p g
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inglés) la presencia de Chlamydia trachomatis en productos de aborto temprano (de menos de 12 semanas

de gestaciéon) '® y en muestras de embarazos normales de mujeres atendidas en el Hospital de la Mujer del
Estado de Aguascalientes, México.

MATERIAL Y METODOS

Se realiz6 un estudio observacional, de casos y controles, no pareado, entre enero y diciembre de 2014. Se
colectaron 138 muestras de productos de aborto temprano y 42 de pacientes con embarazo normal; sin
embargo, al analizar la viabilidad del ADN, se consideraron adecuadas inicamente 150 de ellas para el estudio.
El proyecto fue aprobado por el Comité de Etica del Hospital de la Mujer y del Instituto de Servicios de Salud
del Estado de Aguascalientes (ISSEA). Previo a su participacion en el estudio, todas las pacientes firmaron
el consentimiento informado correspondiente.

Las variables estudiadas fueron: edad materna, escolaridad, antecedente de alcoholismo o tabaquismo,
numero de parejas sexuales, empleo de preservativo, edad gestacional, nimero de embarazos, partos, abortos,
cesdreas, presencia de infeccion urinaria perinatal, tipo de aborto y la ausencia o presencia de infeccidn por
Chlamydia trachomatis.

Deteccién molecular de Chlamydia trachomatis

El ADN fue purificado utilizando columnas de silice-gel (Qlagen, Heildeberg, Alemania), a partir de 50 mg
de tejido de la cara fetal de placentas de pacientes con embarazo normal, o bien de muestras de residuos
obtenidos por aspiracién en los casos de aborto. Se consider6 aborto temprano la pérdida del producto de
la gestacién antes de la semana 12.

Para verificar la viabilidad del ADN de los productos obtenidos, se llevé a cabo la amplificacién de un
fragmento del gen de la beta-globina como control interno de la reaccién. Las muestras en las que no se
amplific la beta-globina fueron excluidas del estudio.

La deteccién molecular de la Chlamydia trachomatis se realizé6 mediante PCR de punto final segun el

método descrito por Patel ez al., 19,20

es decir, utilizando iniciadores dirigidos a la gy 4, en la que se observan
bandas de amplificacién de 498 pares de base posterior a la visualizacién con luz ultravioleta en gel de agarosa

al 2%, tenido con bromuro de etidio ( figura1 ).
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FIGURA 1
Deteccion molecular de Chlamydia trachomatis
En el panel E se observa, en un gel de agarosa al 2% tenido con bromuro de etidio, la amplificacién de un fragmento de 498
pares de base, correspondiente al fragmento esperado en la deteccién de C. trachomatis por medio de PCR de punto final. Carril
1: control positivo; carril 2: control negativo; carril 3: marcador de peso molecular 100 pares de base; carriles 4 y 5: muestras
positivas para C. trachomatis en productos de aborto; carril 6: muestra positiva para C. zrachomatis en residuos placentarios

Tanto la extraccién del ADN como las amplificaciones por PCR fueron realizadas en cuartos separados
para evitar contaminacion.

Analisis estadistico

Para el anilisis de los datos se emple6 una comparacién de medias con ANOVA y de proporciones con
chi cuadrada. Se determinaron frecuencias, razones de momios (RM), e intervalos de confianza al 95% (IC
95%). Se hizo un andlisis univariado para estudiar la probable asociacién entre variables sociodemograficas,
la infeccidn por Chlamydia trachomatis y la presencia de aborto, usando el programa Minitab 17. Un valor
de p < 0.05 fue considerado como estadisticamente significativo.

RESULTADOS

En total se estudiaron 150 muestras, 108 de abortos tempranos y 42 de controles de embarazos normales.
Enel cuadroI se muestran las caracteristicas sociodemograficas de las pacientes incluidas en el estudio. Se
puede observar que no existieron diferencias significativas entre ambos grupos respecto a la edad materna,
escolaridad, nimero de parejas sexuales, la presencia de infeccién urinaria perinatal, el nimero de gestaciones,
partos, abortos o cesdreas.
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Variable Casos Controles p
108 42
Media + DE Media £ DE
Edad (en afios) 25012791 24.50 £ 4.40 0.119
Edad gestacional (en semanas) 946 £ 1.99 3767+0.70 NA
Mediana RI Mediana RI
Gestas 2 1-12 1 1-3 0.75
Partos 1 0-7 1 1-3 0.50
Abortos 1 1-5 0 01 0.75
Cesareas 0 0-2 o] 0-1 025
n % n %
Escolaridad
Primaria 23 21.29 9 225
Secundaria 51 47.22 23 57.50 0.548
Bachillerato 26 24.07 6 15 X
Licenciatura 8 7.42 2 5
Toxicomanias*®
Si 13 12.2 14 33.33
0.002
No 95 878 28 66.67
Parejas sexuales
1 68 62.6 31 73.81
22 40 37.40 12 26.19 !
Uso de preservativo
Si 85 78.33 8 19.05
No 23 2167 34 80.95 0001
Infeccion de vias urinarias perinatales
Si 32 29.27 12 28.57
No 7 71.73 30 7143 032
Tipo de aborto
Incompleto 59 546
Diferido 41 38
En evolucién 6 56
Enfermedad trofoblastica gestacional 2 1.8

Variables sociodemogrificas en 108 pacientes con aborto temprano y 42 con embarazo normal
DE: desviacion estdndar; NA: no se aplica; RI: rango intercuartilico; *Alcoholismo o tabaquismo; Se emple6
andlisis de varianza para la comparacion de las variables continuas y chi cuadrada para las variables categdricas

Encontramos que las pacientes con aborto tuvieron una frecuencia significativamente menor de
antecedente de alcoholismo o tabaquismo que las pacientes con embarazo normal (12.2% frente a 33.3%, chi
cuadrada = 49.69, p = 0.002). Asimismo, se observé que las pacientes con abortos refieren una proporciéon
mayor de uso de preservativo que las pacientes con embarazo normal (78.33% frente a 19.05%, chi cuadrada
= 43.66, p = 0.001).

El tipo de aborto que se observé con mayor frecuencia fue el aborto incompleto con 59 casos (54.6%),
41 fueron abortos diferidos (38%), seis en evolucién (5.6%) y dos con enfermedad trofobléstica gestacional
(1.8%). De ellos solamente en 28 de 59 incompletos (47.4%) y en nueve de 41 diferidos (21.9%) se encontrd
la presencia de Chlamydia trachomatis.

La frecuencia global de la infeccién por Chlamydia trachomatis fue de 26% (39 de 150) y se encontré en
el 34.2% (37 de 108) de las mujeres con aborto y en 4.7% (2 de 42) de las mujeres con embarazo normal (chi
cuadrada = 13.67, p = 0.002).

En cuanto a la evaluacién de la magnitud del riesgo, la RM para la infeccién por Chlamydia trachomatis

fue de 10.42 (IC 95%: 2.39-45.54, p = 0.002) ( cuadro IT ).
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Aborto temprano Controles
108 42 RM IC 95% P
n % n %
37 3425 2 4.76 10.42 2.39-45.54 0.002
CUADRO 11

Frecuencia y asociacién de riesgo de infeccién por Chlamydia trachomatis

en 108 mujeres con aborto temprano y 42 con embarazo normal
RM: razén de momios; IC 95%: intervalo de confianza al 95%

En el andlisis univariado de las diferentes variables estudiadas y la presencia de aborto solo se encontrd
diferencia significativa en lainfeccion por Chlamydia trachomatis con un riesgo de 10.78 (IC 95%: 2.42#47.9,
»=0.002).

También buscamos la presencia de infeccién por otros microorganismos, como el citomegalovirus, el
herpes simple tipo I 'y el herpes simple tipo II. Encontramos que el citomegalovirus estuvo presente en 67 de
108 pacientes con aborto (62%), el herpes virus tipo I en seis (5.6%) y el herpes virus tipo II en seis (5.6%).
Asimismo, encontramos citomegalovirus en 47%, herpes virus tipo I en 2.3% y herpes virus tipo IT en 2.3%
de las pacientes con embarazo normal.

Del total de nuestros casos, inicamente nueve de 108 pacientes tuvieron el antecedente de tres o més
abortos, por lo que solo a ellos se les realizé cariotipo y en ninguno se encontraron alteraciones estructurales.

Se documenté DMNID en ocho delas 108 pacientes con aborto y en ninguna de las pacientes consideradas
como controles. Esto no mostré diferencia significativa.

DiscusionN

En el mundo la prevalencia reportada de infeccion por Chlamydia trachomatis, en individuos entre 15 y 45
anosdeedadesde3a5%, 2! entre 3y 11.1% en grupos de alto riesgo ** y de 4.3% en mujeres con embarazo

temprano. > En México se han llevado a cabo estudios a partir del uso de serologia que sittan su frecuencia
en grupos de alto riesgo (trabajadoras sexuales) en un rango entre el 10 y el 20%, de la cual la més elevada se da

en la Ciudad de México, 2* y entre 11y 14% en otras ciudades estudiadas. >* Guerra-Infante ef 4/ reportan

también con serologfa un 24.9% de positividad a esta bacteria en mujeres con infertilidad. ** Nuestros
datos indican una frecuencia més elevada en nuestras pacientes con respecto a lo previamente reportado en
esos estudios (26%), lo cual puede ser atribuido a que algunos de ellos fueron realizados hace més de 10
afios (previo al incremento en los reportes de infeccién por Chlamydia trachomatis), a la diversidad de las
poblaciones estudiadas y ala menor sensibilidad y especificidad de los métodos diagnésticos disponibles en ese
tiempo; sin embargo, nuestros datos concuerdan con lo reportado por Sinchez-Monroy ezal., *  quienes

refieren en México una prevalencia del 20.4% de pacientes infectadas por Chlamydia trachomatis mediante

PCR, y con Magon et 4l., quienes reportan una frecuencia de 32% en muijeres con abortos tempranos. 23
y ]

Lo anterior también puede concordar con la recientemente reportada seroprevalencia elevada de la infeccion
por clamidias en nuestro pais. 2 Esdecir, es claro que la frecuencia de infeccién por Chlamydia trachomatis
encontrada por nosotros en abortos tempranos es elevada (34.2%) y confiere un riesgo importante de aborto
(10.42),lo cual sugiere la necesidad de realizar la busqueda de este patdgeno en mujeres embarazadas e, incluso
mds, en aquellas que ya han tenido algin evento previo, debido a que también se ha reportado que el riesgo de
infeccién por Chlamydia es més frecuente en mujeres con historia de terminacién quirtrgica de un embarazo.
3 De la misma manera, esto indica que las mujeres que ya han tenido una pérdida gestacional deberian
ser estudiadas para la busqueda de infeccién por Chlamydia trachomatis vy, si esta fuera positiva, recibir
tratamiento antibi6tico. También serfa adecuado realizar un tamizaje prenatal con la intencién de reducir
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la prevalencia de la infeccién y por ende reducir el numero de resultados adversos en mujeres embarazadas,
como se realiza en otros paises. Es indudable, que la infeccién por este agente patégeno continta teniendo
un impacto negativo en la salud de la mujer y de sus hijos en todo el mundo, en parte debido a que no
se cuenta con un adecuado tamizaje, ni con politicas de salud dirigidas a disminuir la prevalencia de este

microorganismo. En algunos paises existen guias que recomiendan el tamizaje de esta bacteria al igual que

su tratamiento y se estd valorando, segin la evidencia, el costo-beneficio de estas recomendaciones; 31 no

obstante, en la mayoria de los paises existe la necesidad de desarrollar un tamizaje prenatal para Chlamydia
trachomatis similar a lo que ya se hace para el virus de la inmunodeficiencia humana (VIH) vy la sifilis.
En nuestro pais, la Guia para el diagndstico y tratamiento del aborto espontineo y manejo inicial del aborto

recurrente recomienda la busqueda de este patdgeno antes de hacer un legrado uterino instrumental y no

existe alguna recomendacién sobre su busqueda previa al embarazo. 18

Nuestros hallazgos también son acordes a lo referido por diversos autores en otros paises, como Baud ez 4/,
12 Nessa et al. 3> o Ahmadi et 4/, de los cuales estos tiltimos reportan 22.9% de infeccién en sus casos de

aborto frente a 11.9% de sus controles. ' También Wilkowska-Trojneil ef /. reportan que en el 11.8%
de sus pacientes con aborto detectaron por PCR la presencia de Chlamydia trachomatis frente al 2.2% del

grupo control. 1Y Avasthi et 4l encontraron mediante serologfa la presencia de este germen en el 26% de

sus pacientes con aborto temprano y en el 10% de los controles. 33 No obstante, otros autores no han

encontrado tal asociacién, 13163

aunque cabe mencionar que estos autores emplearon como método de
deteccidn la determinacién de anticuerpos anti-Chlamydia trachomatis por inmunofluorescencia directa o
indirecta. En la actualidad la prueba de eleccién para detectar la presencia de Chlamydia trachomatis es la
reaccién en la cadena de la polimerasa.

Esta prueba tiene una elevada sensibilidad (> 90%) y especificidad (> 99.5%) y permite detectar incluso
menos de 10 copias de genoma bacteriano. !

Se ha demostrado en estudios iz vitro que la Chlamydia trachomatis puede entrar en un estado latente
cuando es expuesta a condiciones de estrés, como la presencia de interferén gama, penicilinas o la deplecion
de 4cidos nucleicos. Este puede ser un mecanismo de sobrevida adaptativa de la bacteria iz vivo que puede
favorecer la existencia de una infeccién latente persistente en los pacientes, lo cual puede explicar la baja

cantidad de genomas en algunos pacientes, la posibilidad de tener resultados negativos cuando se buscan

mediante serologia *> vy el hecho de que las infecciones por Chlamydia trachomatis generalmente cursen
asintomdticas, aunado a que su deteccién no es rutinaria, como lo refieren Conde-Ferrdez ez al., quienes

reportan que hasta un 75% de las pacientes con infeccién por Chlamydia trachomatis detectada por PCR no

presentan sintomas. 36

La Chlamydia trachomatis es una bacteria intracelular obligada y la afeccién del tracto genital por
este microorganismo es la infeccién bacteriana mds cominmente transmitida por via sexual; tiene una

distribucién mundial y es un agente bien documentado como causa de enfermedad pélvica inflamatoria, parto

prematuro y ruptura prematura dC membranas. 37

Respecto a los posibles mecanismos implicados en la fisiopatologia de la infeccidn por este microrganismo
se ha reportado:

e Un incremento en el estrés oxidativo, el cual es causado por la presencia crénica de la Chlamydia

trachomatis. 38

e La infeccién directa del oocito por la bacteria, lo cual ha sido demostrado mediante estudios

ultraestructurales de microscopia electrénica que evidencian la presencia de la bacteria en la superficie

y dentro del oocito. ¥

e Elincremento en los niveles del mRNA y la proteina de los receptores de muerte de TRAIL, DR4 'y

DRS durante la fase de implantacién del embridn. 40
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e Y, por tltimo, un incremento en los niveles de expresiéon del INF-gamma, TNF#alfa, IL-2, IL-6 ¢

IL-17A secundaria a la infeccién. 4!

El papel de la Chlamydia trachomatis como causa de aborto temprano estd aun en tela de juicio,
debido a que la mayoria de los trabajos que reportan una mayor proporcion de infeccién por Chlamydia
trachomatis en pacientes con aborto temprano, comparadas con pacientes con embarazos normales, son
estudios transversales o de casos y controles. En la literatura existen pocos estudios aleatorizados y escasos
metaandlisis sobre este topico, lo cual hace que el peso de la evidencia atin no sea concluyente como para dar
una recomendacion basada en ella, y hace que sea necesario contar con un mayor niimero de estudios para
dilucidar este aspecto.

En nuestro pais, a pesar de que ya se han reportado varios estudios para determinar la prevalencia de
infeccién por Chlamydia mediante PCR, esta metodologia solo es accesible para centros de investigacion,
hospitales de concentracién o para aquellos que tienen recursos de investigacion anexos a sus dreas clinicas,
lo cual mantiene a los hospitales de segundo nivel de atencién (que son los que mds atienden a mujeres
embarazadas) con la imposibilidad de obtener estos recursos. Aunado a lo anterior, los equipos para realizar
estas metodologias son de elevado costo y sobre todo requieren de personal con un importante nivel
de capacitacién para ser utilizados adecuadamente. No obstante, un gran nimero de las instituciones de
educacién superior del pais cuentan con estas metodologias y un camino para solucionar este problema seria
la cooperacién mds estrecha entre estas instituciones y los hospitales de cada estado.

Dentro de las limitaciones de nuestro trabajo podemos mencionar su naturaleza observacional, el pequefio
numero de pacientes estudiados, el hecho de que se pudiera haber complementado con la realizacién de
inmunohistoquimica para localizar las células afectadas, ademds de que no realizamos un estudio genético
de todos los casos.

En conclusidn, encontramos una frecuencia elevada de infeccién por Chlamydia trachomatis mediante
técnicas moleculares en mujeres con abortos tempranos en Aguascalientes. El riesgo de aborto para nuestras
pacientes infectadas por Chlamydia trachomatis es muy elevado (10.42), lo cual hace necesario implementar
un seguimiento mds estrecho de las mujeres en control prenatal e incluir este patégeno en el estudio de estas
mujeres.
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