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RESUMEN:

Las Chlamydias son bacterias Gram negativas intracelulares, que infectan las células
epiteliales de los aparatos respiratorio, genital y de la conjuntiva ocular, donde llevan a cabo su
ciclo vital. C. trachomatis presenta 18 genotipos que se agrupan en 3 biovares: ocular, genital y
linfogranuloma venéreo (LGV).

El biovar genital se compone de los genotipos D al K. Los mismos producen infecciones de
transmisién sexual (ITS), conjuntivitis de inclusién y pueden transmitirse verticalmente y producir
neumonia y conjuntivitis neonatal. Las infecciones genitales producidas por estos genotipos,
pueden afectar tanto el tracto genital inferior como superior. Los cuadros clinicos mas comunes en
varones son: uretritis, proctitis y epididimitis. Sin embargo, la infeccién por C. trachomatis es
asintomatica en el 75% de los casos.

Segln un estudio desarrollado en jévenes asintomaticos de la ciudad de Cérdoba en el afio
2008, la prevalencia de la infeccion por C. trachomatis fue de un 8,7%. No existen datos, hasta el
momento, respecto de la presentacién sintomdtica de esta ITS en varones de la ciudad de
Cordoba.

El diagndstico de la infeccion por C. trachomatis puede efectuarse mediante diversos
métodos que cuentan con rendimientos variados de especificidad y sensibilidad. Los métodos de
amplificacion de acidos nucleicos (NAA) tales como la reaccién en cadena de la polimerasa (PCR)
han mostrado un patrén de desempefio con mayor sensibilidad (10 copias o 1 Unidad Formadora
de Inclusion [UFI]) para muestras invasivas y no invasivas.

El objetivo de este trabajo fue determinar la presencia de C. trachomatis en varones con
uretritis que asistieron a la guardia del Hospital Rawson de la ciudad de Cérdoba, identificar los
genotipos presentes en los pacientes infectados y relacionarlos con la presentacion clinica y datos
bioconductuales referidos en la Historia Clinica. Ademas, se compard el rendimiento de los
métodos de biologia molecular empleados con el de un equipo de diagndstico rapido de C
trachomatis.

Se obtuvieron muestras del primer chorro de orina de un total de 50 pacientes y se
consignd informacion demografica de 43 de ellos. Las muestras fueron estudiadas mediante un
inmunoensayo rdpido para la deteccion cualitativa directa del antigeno LPS de C. trachomatis.
Paralelamente, se utilizé Hemi Nested-PCR con cebadores dirigidos contra el gen ompA y el gen

codificador del pldsmido criptico. Los productos de PCR se visualizaron por medio de electroforesis



en gel de agarosa. Los productos de PCR positivos para C. trachomatis, fueron digeridos con la
enzima de restriccion Alul, analizadas en un gel al 7% de poliacrilamida y revelado con tincién de
plata para identificar el genotipo.

La metodologia empleada permitié establecer que los pacientes con uretritis que
participaron en el presente estudio presentaron una media de edad de 30 afios, el 67,4% de los
pacientes no completd estudios secundarios y refirieron mantener relaciones sexuales con una
media de 2 parejas sexuales en los ultimos 6 meses. El motivo de consulta mds frecuente fue la
asociacion de disuria con exudado uretral (62,8%).

La prueba de sensibilidad del inmunoensayo rapido para la deteccidn cualitativa directa
del antigeno LPS de Chlamydia spp. establecié que la minima concentracién del antigeno
detectable por dicho método se encuentra en 50 UFIl. El rendimiento del inmunoensayo rdpido
sobre las muestras estudiadas fue insatisfactorio; ya que demostré una sensibilidad nula y un
saldo de 4 falsos negativos en comparacion a los resultados obtenidos por los métodos de biologia
molecular sobre dichas muestras.

Se hallé la presencia de C. trachomatis en el 8% (IC: 2,22% - 19,23%) de los pacientes
estudiados mediante PCR. Esta prevalencia resulta semejante al 7,4% establecido por un estudio
sobre jévenes sintomaticos en Cataluiia, Espaia. Los pacientes cuyas muestras resultaron positivas
para C. trachomatis por PCR (n=4) presentaron una media de edad de 27 afios. Un 75% de estos
pacientes no concluyd sus estudios secundarios. Ademas, refirieron haber mantenido relaciones
sexuales con una media de 2 parejas sexuales en los ultimos 6 meses. Todos estos aspectos
constituyen factores de riesgo para adquirir ITS segun lo establecido por numerosos estudios
previos. Se hallé una diferencia significativa entre los pacientes positivos para C. trachomatis que
manifestaron mantener relaciones sexuales heterosexuales y aquellos que refirieron relaciones
sexuales homosexuales, confirmando que estos Ultimos representan un grupo de riesgo para esta
ITS tal como expresan numerosos estudios desarrollados en EE.UU y Europa.

Respecto de la sintomatologia referida por los pacientes que resultaron positivos para C.
trachomatis por PCR, un 50% refirié disuria asociada a exudado uretral (p= 0,5). Sin embargo, la
asociacion de sintomas ha sido vinculada a la coexistencia de microorganismos y el reducido
tamafio muestral del grupo de pacientes positivos en el presente estudio (n=4) dificulta establecer

consideraciones significativas al respecto.



En la totalidad de las muestras positivas (n=4) se amplificd la secuencia del plasmido
criptico de C. trachomatis y sélo en dos casos fue posible amplificar la secuencia del gen ompA. En
ambas muestras se identificd el genotipo E de C. trachomatis.

En conclusiéon, el presente estudio es el primer aporte de datos valiosos sobre la
epidemiologia molecular de C. trachomatis en varones con uretritis en nuestra region. Ademas,
contribuye con informacién sobre los factores de riesgo asociados a la infeccién por esta bacteria y
la utilidad de los métodos de biologia molecular sobre el desempefio diagndstico los métodos

rapidos.



INTRODUCCION:

Las Chlamydias son bacterias Gram negativas intracelulares, que infectan las células
epiteliales de los aparatos respiratorio, genital y de la conjuntiva ocular, donde llevan a cabo su
ciclo vital. El mismo consta de dos fases: la extracelular o infecciosa en la que el cuerpo elemental
(CE) infecta a las células del epitelio columnar o macrdfagos de individuos susceptibles, y una fase
intracelular, en la que el CE se transforma en el denominado cuerpo reticulado (CR), y
experimenta multiples divisiones binarias hasta ocupar la mayor parte del citoplasma de la célulay
adoptar una morfologia particular denominada inclusién, la cual es resistente a la accién de los
lisosomas. Varias horas mas tarde, los CR, todavia en el interior de las inclusiones, se transforman
en CE. Finalmente las células y las inclusiones se lisan y liberan nuevos CE al exterior, que pueden
infectar a otras células y a otros hospedadores, e inician de ese modo un nuevo ciclo vital [1, 2].

De acuerdo a la clasificacion taxondmica mas reciente, la familia Chlamydiaceae consta de
un unico género, Chlamydia (C.) y las siguientes especies: C. muridarum, C. suis y C. trachomatis. Y
las especies C. psittaci, C. pneumoniae, C. pecorum, C. felis, C. caviae, C. abortus, que
anteriormente se encontraban dentro del género Chlamydophila [3].

Nuevas especies han sido recientemente descriptas C. ibidis [3], C. avium y C. gallindcea

[4].

C. trachomatis presenta 18 genotipos que se agrupan en 3 biovares: ocular, genital y
linfogranuloma venéreo (LGV). El biovar ocular presenta 4 genotipos designados con las letras A-C.
Estos estan asociados con tracoma endémico. El biovar genital se compone de los genotipos D al K.
Los mismos producen infecciones de transmision sexual (ITS), conjuntivitis de inclusién y pueden
transmitirse verticalmente y producir neumonia y conjuntivitis neonatal. El biovar LGV presenta 4
genotipos, L1, L2, L2a y L3; los cuales producen linfogranuloma venéreo al replicarse esta bacteria

en el tejido linfatico [5].

En cuanto a la estructura antigénica y factores de virulencia, C. trachomatis se

caracteriza por presentar:

- Lipopolisacdrido. El lipopolisacarido (LPS) es un antigeno comun a todas las
especies de la familia Chlamydiaceae que actia como factor de virulencia. En ausencia de LPS, las

Chlamydias no son capaces de realizar la transicién de CR a CE. [6].



- Proteinas de membrana externa.

] La denominada “MOMP” por sus siglas en inglés; es la proteina principal de
membrana externa. Es el antigeno dominante en C. trachomatis y por su localizaciéon en la
superficie de la membrana posee gran poder antigénico. La estructura trimérica de la MOMP actua
como adhesina, facilitando las interacciones no especificas y la penetracién de los CE al interior de
la célula hospedadora. Por otra parte, la estructura monomeérica actia como porina en los CR
facilitando la permeabilidad de nutrientes y de adenosin tri fosfato (ATP). En los dominios
proteicos variables de la MOMP se localizan los epitopes reconocidos por los linfocitos B. Las
mutaciones del gen ompA que codifica para la MOMP estarian relacionadas con las estrategias de

evasion la bacteria al sistema inmune [7].

] Proteinas polimérficas de membrana (PMPs). Las PMPs son una familia Unica de
proteinas de membrana, con un alto grado de diversidad entre ellas (>50%). Su sintesis se lleva a
cabo en las ultimas fases del ciclo de desarrollo y tienen la funcién de autotransporte y adhesinas.
En C. trachomatis, las reconstrucciones filogenéticas de los genes codificantes de las PMPs,
permiten agrupar los genotipos de las diferentes enfermedades descritas, indicando que estas

proteinas pueden estar modulando el tropismo tisular [8].

. Complejo proteico de membrana externa rico en residuos de cisteina (COMC). Este
complejo contribuye a la rigidez y estabilidad osmética del CE y participa en las primeras fases del
anclaje del CE a la célula eucariota como otra adhesina. Las 2 proteinas mas prevalentes de este
complejo son OmcA y OmcB. Esta ultima parece estar implicada en la transicidon de CR a CE, por lo

que tiene un papel mas relevante en la virulencia [8].

. Proteinas del proceso celular: Las proteinas de shock térmico o “Hsp” tienen dos
funciones principales; actian como chaperonas, y se inducen en respuesta al estrés. La Hsp60 6
“GroEL-like”, parece asociarse a fendmenos de infertilidad tubarica, enfermedad inflamatoria
pélvica o gestacion ectdpica en pacientes infectados crénicamente con C. trachomatis. La Hsp70 6
“Dnak-like”, se localiza en el citoplasma y en la membrana externa de los CE. Hay estudios que le

atribuyen un papel mediador en la adhesion de C. trachomatis a la célula hospedadora [8].

. Sistema de secrecioén tipo Il (TTSS). EI TTSS es un mecanismo clave de la virulencia

ya que facilita la interaccion entre la célula hospedadora y el patégeno bacteriano [8].



Clinica

Las infecciones genitales producidas por los genotipos D-K, pueden afectar tanto el

tracto genital inferior como superior.

En las mujeres, estas infecciones se presentan de manera subclinica en el 70% de los
casos. En los casos sintomaticos, las pacientes pueden presentar: Cervicitis (leucorrea o sangrado
vaginal inusual) [9] y Enfermedad pélvica inflamatoria (EPI) que se caracteriza por dolor abdominal
bajo, fiebre, flujo vaginal con color, olor o consistencia anormal, dispareunia, menstruacion
irregular y/o disuria. Numerosos estudios han demostrado que el riesgo acumulativo de
desarrollar EPl y posibles secuelas reproductivas a largo plazo se incrementa con las infecciones

reiteradas por C. trachomatis [10].

La infeccidon en la mujer embarazada ha sido asociada a eventos tales como aborto,
ruptura prematura de membranas, amenaza de parto prematuro, y endometritis post parto [11].

La transmisién durante el parto puede conducir a conjuntivitis y neumonia neonatales [11].

A diferencia de las mujeres, en los varones, la infeccion por C. trachomatis es
asintomatica sélo en el 25% de los casos. Los cuadros clinicos mas comunes son: uretritis, proctitis
y epididimitis [2]. La uretritis es definida como la inflamacién de la uretra caracterizada por la
presencia de descarga uretral, picazén u hormigueo en el pene y disuria [12]. Algunos estudios han
revelado que los varones infectados con el virus de inmunodeficiencia humana (VIH) presentan un
mayor riesgo de infeccién por C. trachomatis que aquellos no infectados. Sin embargo, hay
estudios que indican que entre los pacientes con uretritis por C. trachomatis, el 67,2% fueron VIH

negativos o tenian serologia desconocida para esta infeccion [13].

Es importante destacar que la infeccidn por C. trachomatis puede conducir, tanto en
varones como en mujeres, a problemas en la fertilidad, ya sea infertilidad o esterilidad. Esto se da

por el ascenso de esta bacteria al tracto genital superior [14,15].

Segun el Centro de Control y Prevencién de Enfermedades (CDC) los criterios para

establecer el diagnéstico de uretritis son [16]:



1. Presencia de sintomas sugestivos de uretritis: supuracién a través de la uretra, prurito

genital o disuria.

2. Hallazgo clinico de secrecién purulenta, mucopurulenta o blanquecina en Ia

exploracién clinica.

3. Presencia en la tinciéon de Gram del exudado uretral de al menos 5 leucocitos

polimorfonucleares (PMN) por campo de 1.000 aumentos.

4. Presencia de al menos 10 leucocitos por campo en una muestra de primer chorro de

orina.

Epidemiologia

Durante muchos afios Neisseria gonorrhoeae ha sido el patdgeno mas frecuente en las
uretritis; probablemente debido al subdiagndstico de otros patégenos como C. trachomatis, y es
por este motivo que las uretritis se han encasillado clasicamente en uretritis gonocdcicas (UG) y no
gonocdcicas (UNG). Durante las semanas epidemioldgicas (SE) 1y 47 del afio 2015 se registraron,
en el boletin epidemiolégico de Argentina, 1321 casos de secrecion genital purulenta y 3203 casos

de secrecidn genital no especificada. [17].

Un estudio poblacional llevado a cabo en Gran Bretafia en edades comprendidas entre
18 y 44 afios arrojé una prevalencia de C. trachomatis de 2,2% en mujeres y 1,5% en varones sobre
un total de 11.161 individuos estudiados [18]. En los Estados Unidos, se realizdé un estudio sobre
una muestra representativa de 14.322 adultos jovenes entre 18 y 26 afos que demostrd una

prevalencia de 4,3% en mujeres y 3,7% en varones [19].

Debido a las bajas tasas de infeccidon en el pasado, y a causa de la percepcidon que
existian pocas consecuencias de la infeccidn por C. trachomatis en el vardn, este microorganismo
no ha sido percibido como un problema de salud preocupante [13]. Esto ha resultado en esfuerzos
minimos para el control de C. trachomatis en esta poblacion, a pesar de que numerosos estudios
publicados recientemente dan cuenta de un incremento de las tasas de infeccion en este grupo

[20, 21, 22, 23, 24].



Con respecto a las infecciones uretrales asintomaticas, la prevalencia es superior a la de
Neisseria gonorrhoeae en varones. [25, 26]. Ademads, conociendo que el 30% de las uretritis
presentan coinfeccion C. trachomatis—Neisseria gonorrhoeae, que el diagndstico estd centrado
solo en la busqueda de este segundo microorganismo, y que los tratamientos para C. trachomatis
se dan de manera empirica; podemos decir que el 70% de las uretritis por esta bacteria quedan sin

la confirmacion del diagndstico etioldgico.

Existen escasos estudios en América Latina que reportan prevalencias de infeccién por C.

trachomatis de 1% a 5% [27, 28].

En Argentina, en el 2008, un estudio realizado por el Laboratorio de Chlamydias y HPV del
Instituto de Virologia de la Facultad de Ciencias Médicas de la Universidad Nacional de Cérdoba,
determind una prevalencia de infeccién por C. trachomatis del 8,7% en jovenes asintomaticos de
la ciudad de Cdérdoba [29].Mientras que en Buenos Aires, en 2015, se reportaron prevalencias

inferiores al 3,5% en varones y mujeres jovenes [30].

Algunos paises del hemisferio norte han implementado programas de “screening” con
énfasis en lograr un importante volumen de captacion de casos de esta ITS revelando prevalencias
de 6% en Suecia [31] y 12% en la regidn oeste de los EE.UU. [32]. La prevalencia en el Reino Unido
es de 10,1% en mujeres y 13,3% en varones segun el programa nacional de “screening” de C.

trachomatis [33].

Diagndstico

El diagndstico de la infeccidon por C. trachomatis puede efectuarse mediante diversos
métodos que cuentan con rendimientos variados en la especificidad y la sensibilidad. Las técnicas
rapidas para el diagndstico de C. trachomatis no requieren equipamiento sofisticado y pueden
efectuarse en aproximadamente 30 minutos. Los resultados son cualitativos y se leen visualmente.
El método rapido utiliza anticuerpos monoclonales contra el LPS que detectan todas las especies
clamidiales y son sujetos de potenciales falsos positivos debido a reactividad cruzada con LPS de
otros microorganismos. Varios estudios han demostrado que, en general, los métodos rapidos son

significativamente menos sensibles y especificos que otros procedimientos diagndsticos de
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laboratorio [34, 35]. Cabe destacar que algunos de estos “kits” rdpidos estan validados para
determinadas muestras clinicas por ejemplo: hisopados endocervicales u orina y en ocasiones son

utilizados irresponsablemente en otro tipo de muestras clinicas (por ej.: hisopados uretrales).

La sensibilidad reportada de los equipos rdpidos con respecto al cultivo celular es de 65 a
85% para hisopado uretral en varones, con una especificidad de 95% [35, 36]. En comparacién con
los métodos de cultivos celulares y otras técnicas, los métodos de amplificacién de acidos
nucleicos (NAA) tales como la reaccidn en cadena de la polimerasa (PCR) y amplificacién mediada
por transcripcién (TMA) han mostrado un patron de desempefio con mayor sensibilidad (10 copias
o 1 Unidad Formadora de Inclusidn [UFI]) para muestras invasivas y no invasivas; como hisopado
uretral y el primer chorro de orina, respectivamente; y una especificidad comparable con el
aislamiento de C. trachomatis en cultivos celulares. De esta forma, se facilita el desarrollo de
programas de “screening” en individuos asintomaticos. El diagnéstico de referencia para confirmar
esta infeccion se lleva a cabo mediante cultivo celular de muestras de uretra obtenidas mediante
hisopos de dacron, aluminio o alginato cdlcico [2]. La vigilancia de C. trachomatis puede influir
significativamente en la epidemiologia de esta bacteria facilitando la deteccion temprana,

tratamiento e interrupcion de la transmisién [37].

Tratamiento

El tratamiento antimicrobiano especifico tiene como objetivo reducir las complicaciones
y prevenir la transmisién. En los cuadros no complicados (cervicitis y uretritis) el tratamiento de
eleccién consiste en administrar azitromicina 1g por via oral en dosis Unica, o doxiciclina 100 mg
por via oral dos veces al dia durante 7 dias. Como tratamiento alternativo se pueden utilizar
eritromicina 500mg por via oral cuatro veces al dia, ofloxacina 300 mg por via oral dos veces al dia
o levofloxacina 500 mg diarios por via oral, todos durante 7 dias. El tratamiento de la infeccién en
las embarazadas consiste en azitromicina 1g por via oral en dosis Unica o amoxicilina 500mg por
via oral tres veces por dia por 7 dias. Como régimen alternativo puede utilizarse eritromicina
500mg por via oral cuatro veces al dia por 7 dias [16]; la cual se reserva; principalmente, para

pacientes embarazadas alérgicas a azitromicina y para recién nacidos [38].

Se sabe que con los escasos datos existentes, acerca de la infeccidn por C. trachomatis

en nuestro pais y la region, es dificultoso estimar la magnitud que la misma tiene en la poblacidn;



es por esto, que los datos obtenidos en este trabajo seran de gran utilidad. Ademas, consideramos
gue la poblacién estudiada se vera favorecida, ya que se pretende poner a su alcance un método
diagndstico utilizando muestras no invasivas, mejorando, de esta manera, la calidad de vida de los
pacientes diagnosticados a través de su tratamiento oportuno y proporcionando informacion de la
epidemiologia molecular de esta bacteria que podria utilizarse para el desarrollo de futuras

formulaciones vacunales.
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OBIJETIVOS:

Objetivo General:

Detectar los genotipos de C. trachomatis en varones con uretritis a fin de aportar datos sobre la

epidemiologia molecular de esta ITS y relacionarlo con la presentacidn clinica.

11



1)

2)

3)

4)

Objetivos especificos:

Determinar la presencia de C. trachomatis en varones con uretritis atendidos en la guardia del
Hospital Rawson de la ciudad de Cérdoba.

Analizar los resultados de los métodos de biologia molecular versus un equipo de diagndstico
rapido de C. trachomatis.

Analizar los genotipos presentes en las cepas detectadas para identificar la circulacién de cada
uno de ellos en la poblacién masculina de la ciudad de Cérdoba.

Relacionar los genotipos de C. trachomatis detectados con la presentacion clinica del paciente.

12



MATERIALES Y METODOS

POBLACION

Se estudiaron los pacientes de sexo masculino, de 18 a 75 afos, que acudieron a la guardia
central del Hospital Rawson de la Ciudad de Cérdoba refiriendo sintomas de uretritis, entre los

meses de agosto y diciembre del afio 2015 (semanas epidemiolégicas 31 a 52).

Criterios de inclusion: varones mayores de 18 afios que presentaban criterios diagndsticos
de uretritis (ardor, dolor o secrecidn uretral) que hubieran o no recibido tratamiento antibidtico

especifico.

Criterios de exclusion: varones menores de 18 afios y aquellos mayores que no

presentaban criterios diagndsticos de uretritis.

Previo a la toma de muestra se realizé anamnesis completa. Los profesionales tratantes les
solicitaron a los pacientes diferentes serologias. Los casos de uretritis fueron notificados de
acuerdo al protocolo de notificacidon de ITS del Ministerio de Salud de la Provincia de Cérdoba.
Posteriormente, los pacientes fueron invitados a participar de este estudio para lo cual firmaron
un consentimiento informado aprobado por el Comité de Etica del Polo Hospitalario (CIEIS) y se les
pidié que recolectaran el primer chorro de orina (10ml) en frascos nuevos, estériles provistos por

los investigadores.

Las muestras obtenidas se conservaron a 49C en heladera y antes de las 48 horas se
trasladaron al Instituto de Virologia de la Universidad Nacional de Cdérdoba, donde fueron
transferidas a recipientes de 15 ml estériles para su procesamiento. Cada muestra se fracciond en

dos alicuotas; una para el método répido y otra para las técnicas de biologia molecular.

“Test” Rdpido: Las muestras fueron estudiadas mediante un inmunoensayo rapido para la
deteccion cualitativa directa del antigeno LPS de C. trachomatis (Clearview® Chlamydia MF), segin

las especificaciones del fabricante.
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TABLA 1

Interpretacion de la informacion de este método:

Resultado positivo Aparicion de una linea en la ventana de

resultados del equipo en 15 minutos.

Resultado negativo No aparece ninguna linea en la ventana de

resultados del equipo en 15 minutos.

Control interno de la muestra La aparicidon de una linea en la ventana de
control en 15 minutos indica que la prueba se

ha realizado correctamente.

Control positivo del equipo Aparicion de una linea en la ventana de

resultados del equipo en 15 minutos.

Extraccion de Ac. Nucleicos: Posterior al “test” rapido, se realizd una extracciéon de ADN
gendmico utilizando AccuPrep® Genomic DNA Extraction Kit (Bioneer) segun las indicaciones de

sus fabricantes.

Reaccion de la cadena de la polimerasa (PCR) de C. trachomatis: Se utilizd Hemi Nested-
PCR con los cebadores A1, A2 y PCTM3 dirigidos contra el gen ompA y CTP1/CTP2 dirigidos contra
el gen codificador del pldsmido criptico [29]. Los cebadores usados se muestran en la tabla 1. Los

detalles de la reacciéon fueron publicados por Walboomers et al [39].
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TABLA 2

Tamaiio | N° de | Temperatura
Cebadores amplicon | ciclos | “annealing”
(pb) (°C).
PCR gen ompA |SeroAl 5’ATGAAAAAACTCTTGAAATCGG3’ 1100 49 55
SeroA2 5’'TTTCTAGATCTTCATTCTTGTT3’
Hemi Nested-PCR | se mantiene Sero A2 y se utiliza PCTM3 1045 49 55
5’'TCCTTGCAAGCTCTGCCTGTGGGGAATCCT3’
PCR gen Plasmido | CTP1 5°"TAGTAACTGCCACTTCATCA3’ 201 40 55
CTP2 5'TTCCCCTTGTAATTCGTTGC3’

Visualizacion de los productos de PCR: Los productos de PCR se visualizaron por medio de
electroforesis en gel de agarosa, tefiido con Bromuro de Etidio y observado en transiluminador de

uVv.

Determinacion de los genotipos de C. trachomatis por el polimorfismo de los fragmentos de
restriccion (RFLP): Se utilizaron 10 pl de los productos de PCR positivos para C. trachomatis, que
fueron digeridos con 2,5 U de la enzima de restriccién Alul. Las muestras fueron analizadas en un

gel al 7% de poliacrilamida, revelado con tincién de plata (foto 1) [39].
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Foto 1: Patrones de referencia de los diferentes genotipos de C. trachomatis. (Walboomers et al 1993)

Andlisis estadistico: Los datos fueron procesados y tabulados; al ser un estudio
Observacional, Descriptivo Simple, se realizd un anadlisis de estadistica descriptiva. Las variables
discretas se describieron en porcentajes con un intervalo de confianza del 95%. Las variables
continuas normales se describieron en medias y desvios estandar y las no normales en medianas y

rangos. Se utilizé el programa Epi info version 7.
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Se obtuvieron muestras de primer chorro de orina de un total de 50 pacientes de sexo

Se obtuvo informacidn demografica a partir de la historia clinica de 43 pacientes

RESULTADOS

datos se presentan en la Tabla 3 y Figura 1.

masculino que acudieron a la guardia central del Hospital Rawson de la Ciudad de Cérdoba,

refiriendo sintomas de uretritis, entre los meses de agosto a diciembre de 2015.

participantes en el estudio. Estos presentaban edades comprendidas entre los 18 y 75 afios, con
una media de edad de 30 afios. El nivel educativo alcanzado por los pacientes segun lo referido en
la historia clinica refleja un porcentaje mayoritario de pacientes con secundario incompleto

(67,4%) y en segundo lugar por aquellos que completaron estudios secundarios (13,9%). Estos

TABLA 3

Nivel Educativo (n=43)

Frecuencia absoluta | Frecuencia relativa | IC (Intervalo de confianza)

Primario incompleto

1 2,3% 0,06% - 12,29%
Primario completo 1 2,3% 0,06% - 12,29%
Secundario incompleto

29 67,4% 51,46% - 80,92%
Secundario completo

6 14% 5,30% - 27, 93%
Universitario incompleto

1 2,3% 0,06% - 12,29%
Universitario completo

5 11,7% 3,89% - 25,08%

Figural

M Primarioincompleto
M primario completo

m Secundarioincompleto
M Secundario completo
M Universitario

incompleto
W Universitario completo

Figura 1: Se muestra graficamente el nivel educativo de los pacientes que
formaron parte del estudio.




Los pacientes manifestaron haber mantenido relaciones sexuales con una media de 2

parejas en los Ultimos 6 meses.

En cuanto a los motivos de consulta que configuran el cuadro de uretritis, un 13,9% (n=6)

de los pacientes estudiados refirié presentar disuria; 16,3% (n=7) refiri6 exudado uretral y 2,3%

(n=1) presentd prurito uretral. Se presentaron las siguientes asociaciones de sintomas: el 62,8%

(n=27) de los pacientes refirié presentar disuria asociada a exudado uretral. El 2,3% (n=1) refirid

disuria y prurito uretral y 2,3% (n=1) refirié exudado uretral asociado a prurito uretral. (Tabla 4,

figuras 2y 3).

TABLA 4

Motivos de consulta (n=43)

Frecuencia absoluta Frecuencia relativa IC
Disuria 6 13,9% 5,30% - 27,93%
Exudado uretral 7 16,3% 6,81% - 30,70%
Prurito uretral 1 2,3% 0,06% - 12,29%
Disuria+ exudado uretral 27 62,9% 46,73% - 77,02%
Disuria+ prurito uretral 1 2,3% 0,06% - 12,29%
Exudado uretral+ prurito 1 2,3% 0,06% - 12,29%

Figura2

Disuria

Pruritouretral

Exudado uretral + Prurito uretral
Disuria + Prurito uretral

Disuria + Exudado uretral
Prurito uretral

Exudado uretral

Disuria

Figura 2: Sintomatologia mas prevalente de los pacientes estudiados.

Disuria + Prurito uretral

B Exudado uretral

B Disuria + Exudado uretral

=23
2,3

B Exudado uretral + Prurito uretral

L] 62'9

2,3
Ims—— 15,3

13,9
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Se realizé una prueba de sensibilidad del inmunoensayo rapido para la deteccion
cualitativa directa del antigeno LPS de Chlamydia spp. (Clearview® Chlamydia MF), utilizando
muestras con diferentes niveles de dilucidn del antigeno del genotipo L2 434/Bu de C. trachomatis
qgue determind que la minima concentracidn del antigeno detectable por dicho método se

encuentra en 50 UFI (Foto 2).

Foto 2: Se muestran los resultados de la prueba de sensibilidad del test inmunoensayo rapido para la

deteccidn cualitativa directa del antigeno LPS de Chlamydia (Clearview® Chlamydia MF)

Las muestras obtenidas fueron estudiadas mediante el inmunoensayo rdpido para la
deteccién cualitativa directa del antigeno LPS de Chlamydia (Clearview® Chlamydia MF)
identificandose 7 muestras con resultado dudoso con posterior resultado negativo en la PCR y 43
negativos mediante inmunoensayo de los cuales se obtuvieron 4 resultados positivos por la
Técnica de reaccién de la cadena de la polimerasa (PCR) (figura 3). Se hallé la presencia de C.
trachomatis en el 8% (IC: 2,22% - 19,23%) de los pacientes estudiados, por las técnicas de

amplificacidn del acidos nucleicos.
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Figura 3

B Negativo M Positivo

Figura 3: Resultados arrojados por los métodos de biologia molecular.

Los pacientes cuyas muestras de orina fueron positivas para C. trachomatis por PCR
presentaron un rango de edades entre los 22 y 42 afios con una media de edad de 27 afos.

Con respecto al nivel educativo de los pacientes positivos, el 75% de estos pacientes no
concluyd sus estudios secundarios y un 25% si lo hizo (p= 0,21) (figura 4). La media de parejas
sexuales en los ultimos 6 meses fue de 2. El 50% de los pacientes positivos declard una orientacién

sexual homosexual o bisexual (p=0,05), el 50% restante refirié una orientacion heterosexual.

Figura 4

Secundarioincompleto Secundario completo

Figura 4: Se muestra el nivel educativo de los pacientes infectados por C. trachomatis.

La sintomatologia referida por los pacientes cuyas muestras fueron positivas para C

trachomatis fue en un 50%, disuria asociada a exudado uretral (p= 0,5) mientras que un 25%
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refirié sélo disuria (p=0,5) y el 25% restante sélo exudado uretral (p=0,5) (figura 5). No se observd

asociaciéon estadisticamente significativa de la infeccidn por C. trachomatis a un solo sintoma de la

uretritis.

Figura 5

W Disuria+ Exudado

W Disuria

m Exudado uretral

Figura 5: Se muestra la sintomatologia prevalente en pacientes con infeccién por C. trachomatis

Se determind coinfeccidn con C. trachomatis y N. gonorrhoeae en un paciente.

En la totalidad de las muestras positivas (n=4) se amplificé la secuencia del plasmido

criptico de C. trachomatis y sélo en dos casos fue posible amplificar la secuencia del gen ompA de

esta bacteria.

En ambas muestras se identificd el genotipo E de C. trachomatis (Tabla 5 y Foto 3). Es

importante destacar que ambos pacientes presentaron, al momento de la consulta, disuria y

exudado uretral.

TABLA 5

Frecuencia absoluta

Frecuencia relativa

Total de muestras estudiadas (n) 50 100%
Plasmido positivo 4 8%
Gen ompA positivo 2 4%
Coinfeccidn con N. gonorrhoeae 1 2%
Genotipo E detectado 2 4%
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Foto 3: Imagen de gel al 7% de poliacrilamida, revelado con tincion de plata

de las muestras positivas para MOMP

Un 32,5% de los pacientes manifestd haber recibido algun tipo de tratamiento antibiético

previo a la consulta médica, siendo todos ellos negativos para C. trachomatis y N. gonorrhoeae

(figura 6).

Figura 6

H Recibieron
tratamiento
antibidtico

H No recibieron
tratamiento
antibidtico

Figura 6: Porcentaje de pacientes que recibieron tratamiento antibidtico previo a la consulta por C.

trachomatis
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DISCUSION

Las ITS causan una considerable morbilidad y mortalidad tanto en adultos como en recién
nacidos y aumentan el riesgo de transmision de VIH [40]. Constituyen una enorme carga sanitaria
y econdémica, especialmente para los paises en vias de desarrollo donde representan el 17% de las

pérdidas econdmicas ocasionadas por problemas de salud [40].

Anualmente unos 357 millones de personas contraen alguna de las siguientes ITS:
clamidiasis, gonorrea, sifilis o tricomoniasis. Todas ellas figuran entre los principales motivos de

consulta de personas adultas en centros de atencién médica y son infecciones curables [41].

Existen algunos aspectos demograficos y conductuales de la poblacidon que presentan una
fuerte asociacidn con el riesgo de adquirir ITS. En primer lugar podemos afirmar que este tipo de
infecciones es mas frecuente en la poblacién joven. Existe una vasta evidencia en este sentido: el
50% de los casos anuales de ITS en los EE.UU se presenta en jovenes de entre 15 y 24 afios [42].
Un estudio desarrollado en la India durante el 2016 concluyé que la mayor parte de los pacientes
gue integraban grupos de riesgo eran jévenes en edad reproductiva de entre 25 y 30 afios de edad
[48]. Nuestros resultados coincidieron en que la media de edad de los pacientes con uretritis por

C. trachomatis fue de 27 afios.

Otro de los aspectos asociados a la vulnerabilidad de la poblacién a adquirir alguna ITS es
el bajo nivel educativo, tal como podemos concluir a partir de los datos obtenidos por el presente
trabajo, entre los que se destaca que la mayoria de los pacientes con uretritis no habian concluido
los estudios secundarios. Algo similar fue referido por Sathyanath y Rashmi en su estudio
desarrollado en clinicas de ITS en la India, donde un porcentaje mayoritario de los pacientes que

asistieron a dichos centros de salud no habian culminado este nivel educativo [40].

Tener mas de una pareja sexual o una nueva pareja en los ultimos 6 meses, constituye una
conducta de riesgo, tal como ha sido demostrado en estudios desarrollados en paises en vias de
desarrollo [43, 44]. Esta tendencia puede identificarse entre los participantes de nuestro estudio,
quienes refirieron de forma mayoritaria el antecedente de haber mantenido relaciones sexuales

con una media de 2 parejas sexuales en los ultimos 6 meses.

Por ultimo, cabe mencionar otros factores de riesgo que han sido asociados a las ITS tales
como la condicion de soltero, residencia en un area urbana, ITS previas, uso de drogas ilicitas,

contacto con trabajadores sexuales y violencia de género [44].
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La identificacion de los factores de riesgo que favorecen la transmisién de estas
infecciones resulta esencial para disefiar estrategias de “screening” que permitan establecer la
magnitud del problema en nuestro medio y faciliten alcanzar las metas de un diagndstico precoz y
disminucién de la diseminacidon de las mismas. No se debe soslayar, ademas, que este tipo de
patologias puede generar complicaciones principalmente en la fertilidad, facilitar la transmisiéon

del VIH y ocasionar importantes costos para el sistema de salud [45].

Los varones incluidos en nuestro estudio refirieron sintomas de uretritis, entre los cuales
se destaca por su mayor frecuencia la asociacidon de disuria y exudado uretral (63%) seguida en
frecuencia por la presencia de exudado uretral aislado (16%). El predominio de esta asociacion de
sintomas podria deberse a la presencia de mds de un agente etioldgico bacteriano como
responsable de estos cuadros clinicos; como Mycoplasma genitalium [46], cuya deteccién no

forma parte del propdsito de este trabajo.

Cada aiio se registran 131 millones de nuevas infecciones por C. trachomatis, por lo cual
ha sido considerada como la ITS de origen bacteriano mas prevalente a nivel mundial [47]. En los
EE.UU, la infeccidén por C. trachomatis es la ITS bacteriana mas comun con aproximadamente 3
millones de casos por afio [44] mientras que segun informes del Centro Europeo para el Control y
Prevencion de Enfermedades (ECDC), la tasa europea de casos confirmados en el afio 2014 fue de
185 cada 100.000 habitantes, registrando un incremento en el nimero de casos respecto de los

ultimos anos [48].

Nuestro objetivo de aportar mayor informacién sobre esta ITS en varones cobra
importancia a partir de dos aspectos: en primer lugar, se conoce que C. trachomatis es transmitida
mas eficientemente del vardn a la mujer [44]; ademas numerosos estudios han determinado
prevalencias superiores en mujeres [49, 44, 50], grupo en el cudl las complicaciones derivadas de
esta infeccidon pueden generar importantes complicaciones y secuelas reproductivas. Por lo tanto

el rol del vardn en la infeccidon genital por C. trachomatis es clave en la diseminacién de la bacteria.

La presencia de uretritis por C. trachomatis en los varones sintomaticos que participaron
de nuestro estudio fue de un 8%. Este dato reviste un gran interés si se considera que existe
informacidn disponible acerca de la infeccién asintomatica por C. trachomatis en el hombre pero
hasta el momento sdlo existen escasas investigaciones desarrolladas en Europa relativas a las

uretritis sintomaticas.
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Esta prevalencia resulta semejante al 7,4% establecido por un estudio sobre jovenes
sintomdaticos que asistieron a clinicas de salud sexual y reproductiva en Cataluia, Espafia. Dicho
estudio determind, ademas, un incremento de la prevalencia de un 5,8% a 7,4% en 3 afios,
reflejando una tendencia ascendente en la presencia de la infeccién por C. trachomatis en aquel
pais [48]. Sin embargo, la prevalencia detectada por nuestro trabajo es inferior al 12% que Falk et
al. establecieron en una poblacién de varones sintomaticos y asintomaticos que asistieron a
clinicas de ITS en Orebro, Suecia; considerando especialmente que la diferencia podria deberse en
primer lugar a diferencias poblacionales y al hecho de que dicho estudio se realizd a partir de
muestras de pacientes seleccionados en base a ciertos criterios de inclusién. Estos criterios fueron:
haber referido relaciones sexuales sin proteccion en el extranjero, presencia de descarga
purulenta, relaciones sexuales sin proteccién entre hombres y parejas de individuos notificados de
infeccidn gonocdcica [46]. Nuestro trabajo, en cambio, incluyé a individuos que consultaron en un

hospital de la ciudad de Cérdoba por presentar sintomas compatibles con uretritis.

La infeccidn uretral asintomatica por C. trachomatis en varones sélo representa un 25%
del total de los casos de esta ITS [29, 2]. En este sentido, Cuffini et al. determinaron una
prevalencia de un 4,1% en varones asintomaticos de la ciudad de Cdrdoba, Argentina [29]. Esto
representa aproximadamente la mitad de la prevalencia hallada por este trabajo en varones
sintomaticos, lo cual respalda el predominio de la presentacidn sintomatica de la infeccion genital

por C. trachomatis en varones.

Un aspecto a considerar es que el tamafio de la muestra estudiada en el presente trabajo
(n=50) resulta inferior al estudiado por la mayoria de los estudios comparables que han sido
desarrollados tanto en el pais como en el extranjero, por lo que seria valioso extender el alcance

de esta investigacidn para otorgar mayor significancia a estos resultados.

Con respecto a las caracteristicas demogréficas y factores de riesgo observados en
aquellos pacientes que resultaron positivos para C. trachomatis en nuestro estudio, podemos
afirmar que no existen diferencias notables con los factores de riesgo que han sido asociados con
las ITS en general. Este grupo se caracterizd por presentar una media de edad de 27 afios, por lo

que estos individuos se encuentran dentro de la poblacién joven sexualmente activa.

Segun la monitorizacidn de la prevalencia de C. trachomatis que se introdujo en Catalufia
en 2007 y que incluye datos bioconductuales de los pacientes que son diagnosticados con

infecciones genitales por C. trachomatis, se conoce que los grupos de jovenes de edades mas
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tempranas, entre los 16 y 18 anos, presentan mayores prevalencias de esta ITS, hecho que
también ha sido reflejado por informes del ECDC en el resto de Europa [48]. Los pacientes
incluidos en nuestro estudio fueron mayores de 18 afos, lo cual imposibilita efectuar una

comparaciéon mas especifica en este sentido.

Cuffini et al. Identificaron una asociacién entre el hecho de poseer un bajo nivel
socioecondmico con la presencia de C. trachomatis en adolescentes de la ciudad de Cérdoba [29].
A partir de la evaluacién de otros factores de riesgo se observd en el presente estudio que los
pacientes positivos para C. trachomatis presentaron de forma mayoritaria un bajo nivel educativo
y una media de 2 parejas sexuales en los ultimos 6 meses, no encontrdndose una diferencia
significativa entre los pacientes positivos para esta bacteria y el resto de los pacientes
participantes. Esto encuadra con el perfil de factores de riesgo que caracteriza a este tipo de ITS
[51, 44, 40]. No obstante, se hallé una diferencia significativa entre los pacientes positivos para C.
trachomatis que manifestaron mantener relaciones sexuales heterosexuales y aquellos que
refirieron relaciones sexuales homosexuales, confirmando que estos uUltimos representan un grupo
de riesgo para esta ITS tal como expresan numerosos estudios desarrollados en EE.UU y Europa

[22, 23].

Respecto de la presentacién clinica de la infeccidn uretral por este microorganismo, no se
han establecido aun los factores que determinan que la misma sea sintomatica o asintomatica.
Algunos estudios sugieren que la seleccidon y adaptacion de los genotipos mas prevalentes en
individuos asintomaticos podrian explicar esta forma de presentacién de la infeccion [29]. Una
investigacion desarrollada recientemente en China determind, “in vitro”, que las citoquinas IL-22 y
TNF-a derivados de las células Th22 podrian ser importantes para sostener el epitelio genital y
preservar la barrera epitelial de la uretra durante la infeccién por C. trachomatis, influyendo en la

expresion clinica de esta ITS [52].

La sintomatologia mas sugestiva de la presencia de C. trachomatis entre los pacientes que
resultaron positivos en nuestro estudio fue la asociacion de exudado uretral y disuria. Si bien este
dato resulta de utilidad para facilitar el diagndstico etioldgico de la uretritis, presenta dos
inconvenientes: en primer lugar, la asociaciéon de sintomas ha sido asociada a la coexistencia de
microorganismos cuya deteccion no forma parte del propédsito de este trabajo, como Mycoplasma

genitalium [46]. Por otra parte, el reducido tamafio muestral del grupo de pacientes positivos para

26



C. trachomatis en el presente estudio (n=4) dificulta establecer consideraciones significativas al

respecto.

La importancia del abordaje de la uretritis por C. trachomatis desde una perspectiva de
salud publica tiene uno de sus principales fundamentos en las multiples complicaciones y secuelas
gue esta bacteria puede generar en la salud sexual y reproductiva, principalmente de la mujer. La
infeccion gonocéccica y clamidial no tratada podria resultar en EPI, la cual puede conducir a
infertilidad, embarazo ectépico y dolor pélvico crénico en 10 a 20% de los casos [44]. Se ha
determinado que el tratamiento oportuno de la infeccidn por C. trachomatis puede reducir en un
50% la incidencia de EPI, una de las complicaciones mas frecuentes en mujeres, y con ello sus
consecuencias en la fertilidad [29]. Uno de los objetivos centrales del presente trabajo consistid en
el estudio del rendimiento de las técnicas de laboratorio para el diagndstico de C. trachomatis en
muestras de primer chorro de orina. Del procesamiento de dichas muestras por PCR surge que la
deteccion del pldsmido criptico de esta bacteria (8%) fue superior a la Hemi Nested PCR del gen
ompA (4%). Esta diferencia podria ser atribuible a una mayor sensibilidad de la PCR orientada al
plasmido criptico, fendmeno que ya ha sido descripto en otros estudios [53]. Se conoce que dicho
pldasmido, de funcidon desconocida, no estd presente en al menos 22 cepas de C. trachomatis, lo
cual plantea la posibilidad de falsos negativos. Sin embargo, investigaciones desarrolladas en

nuestro medio no han detectado la circulacidn de dichas cepas en nuestra regiéon [29, 54].

Las técnicas de amplificacién de acidos nucleicos, en particular la PCR que utiliza muestras
no invasivas, aumentan la sensibilidad en el diagndstico de las infecciones clamidiales, ya que
detectan de 1 a 10 microorganismos por muestra de orina e incrementan hasta en un 40%, la
identificacién de los casos asintomdticos con una sensibilidad de 90-95% y una especificidad de

Ill

98-99% [55]. Este rendimiento posiciona a la PCR como el “gold standard” en la deteccion de C.

trachomatis frente a otras técnicas disponibles.

La evaluacion de la utilidad y desempefio de los “tests” rapidos para la deteccién de C.
trachomatis efectuada en el presente trabajo determind una sensibilidad nula frente a las
muestras estudiadas y un saldo de 4 falsos negativos, lo cual resulta desalentador y genera fuertes
cuestionamientos respecto del potencial de estos dispositivos como herramienta diagndstica de
eleccién en programas de “screening” de infecciones por C. trachomatis. Ademas, varios estudios
previos han determinado deficiencias en la sensibilidad y especificidad de estos “tests” [34, 35] A

pesar del bajo nUmero de muestras estudiadas, este es el primer estudio en nuestra provincia que
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compara los resultados obtenidos por un equipo de diagndstico rapido en relaciéon a las técnicas

que amplifican dos regiones (gen ompA y plasmido criptico) del acido nucleico de C. trachomatis.

Respecto del tratamiento antibidtico que recibieron los pacientes con uretritis que
participaron en este estudio, el mismo concuerda con lo establecido por el CDC en sus mas
recientes guias para el tratamiento de las ITS con un criterio sindrémico [16]. Sin embargo, algunas
investigaciones recientes han establecido que el régimen de monodosis de 1g de azitromicina ha
fallado en erradicar las cepas de M. genitalium con el gen de rRNA mutante 23S en algunos casos
de uretritis no gonocdcica, proponiendo como alternativa quinolonas que aln no se encuentran
disponibles en nuestro pais [56]. Esto no deberia perderse de vista para el desarrollo futuro de

esquemas antibidticos para uretritis en abordajes sindréomicos.

Por ultimo, resulta de gran importancia evaluar una estrategia preventiva que conduzca a
una reduccién de la prevalencia de las uretritis por C. trachomatis y sus posibles complicaciones
tanto en varones como en mujeres. En este sentido, la experiencia acumulada a través de los
programas de “screening” vigentes en paises del hemisferio norte demuestra que el beneficio mas
precoz de dichos programas consiste en un conocimiento mds preciso de la prevalencia de esta
ITS en la poblacién, fenédmeno al que abonamos con el presente estudio y aquellos desarrollados
en individuos asintomaticos de la ciudad de Cérdoba, Argentina. Un pilar fundamental de estos
programas radica en el desempefio de las técnicas diagndsticas de laboratorio, de las cuales la PCR
demuestra ser la mdas adecuada. La importante prevalencia de C. trachomatis en varones
asintomaticos, aunque inferior que la hallada en aquellos individuos que refieren sintomas, lleva a
considerar que la estrategia vigente en nuestro medio, es decir, el manejo sindromico de los
pacientes con uretritis, podria ser insuficiente para limitar la diseminacion de C. trachomatis. La
OMS ha establecido que esta estrategia puede resultar, en algunos casos, en sobretratamiento
resultando en recursos desperdiciados o, en otros casos, en tratamiento insuficiente cuando la

infeccion asintomatica es comun [40].

La importante tasa de automedicacién con antibidticos referida por los pacientes
participantes en nuestro estudio alerta acerca de la necesidad de desalentar esta practica por su
contribucion al desarrollo de resistencia bacteriana y las dificultades diagndsticas que puede

acarrear.

Acerca de las estrategias preventivas, el uso de preservativo surge como un recurso

imprescindible en la prevencidon de la infecciéon por C. trachomatis y de otras ITS. Asi lo han
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determinado estudios desarrollados en trabajadoras sexuales peruanas y adolescentes
afroamericanas, evidenciando una reduccidén significativa de la incidencia de ésta y otros agentes
bacterianos de transmisién sexual con el uso del preservativo [44]. Un Estudio efectuado en paises
en vias de desarrollo reveld una reduccién significativa en la prevalencia de sifilis, gonorrea e
infeccion por C. trachomatis en varones y mujeres que refirieron un uso consistente de

preservativo [44].

Otro eje determinante en la prevencién de la infeccién genital por C. trachomatis y de las
ITS en general es la consejeria en salud sexual y reproductiva, cuya eficacia parece estar
relacionada con la manera en que es llevada a cabo. Al respecto de este ultimo aspecto, el grupo
de trabajo de servicios preventivos de los EE.UU recomienda consejeria conductual intensiva,
caracterizada por multiples sesiones de varias horas, a menudo ofrecida de forma grupal, con

énfasis en jovenes y adultos integrantes de grupos de riesgo [44].

Un correcto abordaje de esta ITS en varones reduciria no sélo las repercusiones en la
fertilidad y salud reproductiva de este grupo sino también la diseminacion de la bacteria entre la

poblacién femenina y eventualmente reducir la transmisién al recién nacido.
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CONCLUSIONES

La presencia de C. trachomatis en varones con uretritis atendidos en la guardia del
Hospital Rawson de la ciudad de Cdrdoba fue del 8%; es para destacar que presentaron de forma
mayoritaria un bajo nivel educativo; esto reviste importancia si tenemos en cuenta que el nivel
secundario es donde los jévenes reciben la informacién acerca de la prevencion de las ITS.

Ademss, el 50% de ellos declaré una orientacién sexual homosexual o bisexual.

El analisis de los resultados de los métodos de biologia molecular versus un equipo de
diagnéstico rapido de C. trachomatis determiné una sensibilidad nula de este ultimo frente a las
muestras estudiadas y un saldo importante de falsos negativos, por lo cual no deberia
considerarse a estos dispositivos como herramienta diagndstica de eleccion de las infecciones por

C. trachomatis.

Se identificd la circulacion del genotipo E de C. trachomatis asociado a los sintomas de

disuria y exudado uretral en esta poblacidon masculina con uretritis.

Este es el primer estudio en nuestra provincia que informa sobre la presencia de C
trachomatis y sus genotipos en varones con uretritis, analizando la informacién bioconductual y
clinica de los pacientes. Consideramos que los resultados deberian ser tenidos en cuenta para la
resolucidon del problema abordado y que favoreceria a la poblacién en general, mejorando la
calidad de vida de los pacientes diagnosticados y tratados oportunamente, ademas de aportar

datos sobre la epidemiologia molecular de esta bacteria para futuras formulaciones vacunales.
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ANEXO |

FORMULARIO DE CONSENTIMIENTO INFORMADO

Deteccion de Chlamydia trachomatis en orina.

Titulo del estudio: EPIDEMIOLOGIA MOLECULAR DE Chlamydia trachomatis EN VARONES
QUE CONSULTAN POR URETRITIS EN UN HOSPITAL DE LA CIUDAD DE CORDOBA.

LUGAR DE DESARROLLO DEL ESTUDIO:

Hospital Rawson y Laboratorio de Clamidias y Virus Papiloma Humano, Instituto de Virologia “Dr.
J.M. Vanella”. Facultad de Ciencias Médicas, Universidad Nacional de Cérdoba.
Direccién: Enfermera Gordillo Gdmez s/n. Ciudad Universitaria CP: 5016. Cérdoba.
Teléfono: (0351) 4334022
Teléfono de contacto durante las 24 hs: (0351)156566781
INVESTIGADORES PRINCIPALES: Dra. Cecilia CUFFINI, Méd. Ana Ximena Kiguen, Ignacio

Macris, Méd. Maria Laura Calvo.

Lea esta informacién cuidadosamente:

Usted ha aceptado que su muestra de orina o la de su representado sean utilizadas para la deteccién de Chlamydia
trachomatis. Firmar el presente consentimiento, confirma que usted estd de acuerdo y desea participar del estudio en
este momento. Su participacion en la investigacion es opcional. Antes de brindar su consentimiento, por favor lea este
formulario. Formule tantas preguntas como necesite, para asegurarse que comprende que implicard la participacion en
esta investigacion.

Una vez que ha presentado su consentimiento, aln tiene derecho de retirarse del estudio sin poner en riesgo el
seguimiento y/o tratamiento con su médico de cabecera.

Recibiréd una copia firmada de este formulario para que la conserve y a la que debera remitirse si lo necesitara.
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¢CUAL ES EL PROPOSITO DE ESTE ESTUDIO?

Los miembros de la familia Chlamydiacea, son bacterias Gram negativas intracelulares

obligadas, que causan un amplio rango de enfermedades.

Chlamydia trachomatis (C. trachomatis) es la principal causa de infeccién de transmisién
sexual (ITS) en el mundo. La mayoria de las mujeres infectadas con C. trachomatis son
asintomaticas; sin embargo esta infeccién en ocasiones puede causar sintomas como uretritis,
cervicitis, endometritis, perihepatitis, salpingitis, entre otras. En mujeres embarazadas, las
infecciones clamidiales no tratadas se asocian a abortos, endometritis post parto, rotura

prematura de membranas, bajo peso al nacer y transmision al neonato en el canal del parto.

En contraposicion a las mujeres, la infeccién por C. trachomatis es asintomatica en el 25%
de los hombres infectados y es considerada la causa mas frecuente de uretritis no gonocdcica. Las
complicaciones a las que esta expuesta esta poblacidn son: epididimitis, prostatitis, infertilidad y

Sindrome de Reiter (conjuntivitis, artritis, uretritis y maculas).

Algunos estudios han revelado que los varones infectados con el virus de
inmunodeficiencia humana (VIH) presentan un mayor riesgo de infeccion por C. trachomatis que

aquellos no infectados.

Ademas, conociendo que el 30% de las uretritis presentan coinfeccién C. trachomatis —
Neisseria gonorrhoeae, que el diagndstico estd centrado sélo en la busqueda de este segundo
microorganismo, y que los tratamientos para C. trachomatis se dan de manera empirica; podemos

decir que el 70% de las uretritis por esta bacteria quedan sin diagndstico etiolégico.

¢QUE IMPLICA MI PARTICIPACION EN ESTA INVESTIGACION?

Su participacién en este estudio significa permitir:

12) Que las muestras obtenidas (orina) sean utilizadas para detectar C. trachomatis.
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¢COMO SE TOMAN LAS MUESTRAS Y QUE SE HACE CON ELLAS?

Obtencion de las muestras: Se obtendra una muestra de primer chorro de orina de cada
paciente en tubos estériles que serdn provistos por el Instituto de Virologia.

Conservacion de las muestras: Las muestras deberdn ser conservadas a 4°C hasta 48 hs.

Transporte de las muestras: Una vez tomadas las muestras, los responsables designados
del Hospital Rawson avisaran al personal del Instituto de Virologia para que ellos transporten las
muestras dentro de las 48 hs de tomadas las mismas.

Informes de resultados: Los resultados de los estudios de deteccion de C. trachomatis en
las muestras de orina le seran informados por el grupo investigador a los profesionales tratantes y
éstos ultimos, informaran la presencia o ausencia de C. trachomatis a los participantes del estudio.

Eliminacion de las muestras: las muestras obtenidas para el proyecto seran desechadas en

bolsas de residuos de patdgenos una vez que se hayan realizado las determinaciones.

¢DE QUE MANERA MI IDENTIDAD O LA DE MI REPRESENTADO Y LOS RESULTADOS SE
MANTENDRAN CONFIDENCIALES?

Los patrocinadores de este estudio han tomado varias medidas para mantener la

confidencialidad de los participantes. Estas se describen a continuacién.

I. Codificacion de las muestras de orina

Las muestras no tendrdn su nombre ni su direccion en ella.
Cada muestra estara codificada con un nimero de cuatro cifras que van desde el
0001 al 1000; este numero vincula directamente la muestra y los resultados con su nombre. Los
profesionales que realicen los analisis de laboratorio no conocerdn su identidad a partir de este

nimero de cddigo. Las autoridades regulatorias, los miembros del Comité Institucional de Etica de
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la Investigacién en Salud (CIEIS) y los investigadores pueden acceder a la lista. Esto es para
asegurar que el estudio esté realizado en forma correcta. Al firmar el formulario de

consentimiento informado, estd autorizando esta revision.

Il. Acceso Restringido a las muestras de orina

El Instituto de Virologia “Dr. J.M.Vanella” Facultad de Ciencias Médicas, Universidad
Nacional de Cérdoba controlard y guardara las muestras en una habitacién segura. Sélo se
permitira la entrada a personal autorizado. Sélo podran tener acceso a la misma, la Dra. Cecilia

Cuffini, Med. Esp. En Microbiologia Clinica Ximena Kiguen, Practicante Ignacio Macris

I1l. Acceso Restringido a los Resultados

Los resultados de los analisis de laboratorio seran almacenados por los investigadores
principales en registros de papel y electrénico. No sera identificado por su nombre en estos
registros. Sus resultados sélo serdn rotulados con un nimero de cddigo. Esto es para proteger su

privacidad. Sus resultados serdn guardados tanto tiempo como sea necesario.

Sélo las siguientes personas pueden conocer los resultados de sus analisis:

i. la Dra. Cecilia Cuffini, Med. Ana Ximena Kiguen e Ignacio Macris

ii. Los miembros del Comité Institucional de Etica de la Investigacién en Salud
(CIEIS) (aquellos que revisan la conduccidon de estudios de investigacién en seres
humanos).

iii. El Consejo de Evaluacion Etica de Investigacién en Salud (CoEIS).

iv. Administracion Nacional de Medicamentos, Alimentos y Tecnologia

Médica (ANMAT).

Los resultados de las muestras pueden ser publicados o agregados a bases de
datos publicas. También pueden ser discutidos, analizados y publicados en reuniones publicas.
Ninguna presentacion o publicacion identificara su nombre. Los resultados del estudio estan

protegidos de acuerdo a lo previsto en las “Pautas internacionales para la Investigacién Biomédica
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en Seres Humanos” de la Organizacion de la Salud, en la ley Nacional 25326 de Proteccidon de
Datos Personales.
Se le informa que la presente investigacion se realizard conforme los criterios

éticos de declaracidn de Helsinki y sus modificaciones.

IV. Almacenamiento del Consentimiento Informado

Los Investigadores principales guardaran su formulario de consentimiento informado de
Epidemiologia molecular de Chlamydia trachomatis en varones que consultan por uretritis en la
Ciudad de Cdérdoba. Las personas que tienen acceso a su Historia Clinica no sabrdn que participd
en un estudio de investigacién al mirarla. Pueden revisar su consentimiento informado las
autoridades regulatorias, los miembros del Comité Institucional de Etica de la Investigacidn en
Salud (CIEIS), el personal del estudio y representantes autorizados por los Patrocinadores. Se le

entregard una copia de su formulario de consentimiento informado firmado.

V. Destino de las muestras una vez realizado el Diagnodstico

Una vez realizadas todas las determinaciones necesarias para llegar al diagnéstico de C.

trachomatis las muestras seran desechadas en bolsas de residuos patégenos.

¢QUE SUCEDE SI LUEGO DECIDO RETIRARME DEL ESTUDIO O RETIRAR A MI
REPRESENTADO?

La participacion en el estudio es voluntaria y opcional. Si cambia de parecer o decide que
no quiere participar, puede pedir la destruccion de la muestra de orina a los Investigadores
Principales. Cualquier resultado de los analisis ya realizados no sera borrado. Esto es para proteger
la calidad de la investigacion. Si decide retirar su participacién o la de su representado en esta
investigacion no afectara la atencidon y/o tratamiento que usted o el mismo estuviera recibiendo,

ni causarda ninguna sancion o pérdida de los beneficios a los cuales tuviera derecho.

¢OBTENDRE LOS RESULTADOS DE LABORATORIO?

Los resultados de los estudios de la deteccién de C. trachomatis en las muestras de orina
le seran informados por el grupo investigador a los profesionales tratantes y éstos ultimos, le

informaran la presencia o ausencia de C. trachomatis a usted o a su representado. Previo a esto,
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los profesionales tratantes habran instaurado un tratamiento empirico para uretritis consistente
en 250mg de Ceftriaxona por via intramuscular y 1g de Azitromicina por via oral. Usted sera citado

para control 7 dias luego de efectuado el diagndstico y tratamiento empirico.

¢ CUALES SON LOS RIESGOS?

La muestra de orina deberd obtenerse por miccién espontanea de los primeros 10-20 ml
de orina. La recoleccidon se hara en frasco estéril. Esto no implica ningln riesgo ni molestias para

usted.

¢SE ME PAGARA POR MI PARTICIPACION O LA DE MI REPRESENTADO O POR EL USO DE
LOS RESULTADOS?

No se le pagara por participar en el estudio de Epidemiologia molecular de C. trachomatis
en varones que consultan por uretritis en la Ciudad de Cordoba. No se le pagard por ningun uso de
las muestras de orina. Si decide participar, estd proporcionando la muestra para ser usada por los
investigadores principales.

A su vez, ninguno de los investigadores y/o colaboradores recibiran remuneracion por

parte de los Patrocinadores por la realizacion de este estudio.

CONTACTOS PARA PREGUNTAS

Ante cualquier consulta los participantes de este estudio podrdn comunicarse con la Dra.
Cecilia Cuffini Instituto de Virologia “Dr. J. M. Vanella” Facultad de Cs. Médicas, Enfermera
Gordillo Gomez s/n, Ciudad Universitaria, Cérdoba, Tel Lab: 0351-4334022. Med. Esp. en
Microbiologia Clinica. Ana Ximena Kiguen, Instituto de Virologia “Dr. J. M. Vanella” Facultad de
Ciencias Médicas. Universidad Nacional de Cdrdoba. Enfermera Gordillo Gomez s/n. Ciudad
Universitaria. CP (5016), Cordoba. Tel Personal: 0351-156566781. Tel Lab: 0351- 4334022. Tel
Hosp. Rawson: 0351-4348755
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Si tiene alguna pregunta sobre sus derechos como Sujeto de Investigacién, por favor
comuniquese con el “Comité CIEIS del Nifio y el Adulto”, Bajada Pucara 2025.CP (5000).
Coordinador del Comité: Dr. Daniel David; Tel.: 0351-4584331. Dir. de e-mail:

cieispolohospitalario@gmail.com. Oficina SERFIS-COEIS: Hospital Misericordia, Belgrano 1500

esg. Richardson, 1° Piso — Ciudad de Cérdoba. Teléfono de contacto: 0351-156846590.
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Y0ttt e bbb e ere ene , declaro: haber leido y comprendido las hojas
de informacidn; haber podido hacer cualquier pregunta libremente, haber recibido
suficiente informacién, haber sido informado por un investigador cuyo nombre y apellido
se hace constar, haber comprendido que mi participacion o la de mi hijo/a o representado
es voluntaria; haber comprendido que puedo retirarlo libremente sin perjuicio, por lo que
doy mi consentimiento para que mi hijo/a o representado o quien suscribe participe en el
estudio Epidemiologia molecular de Chlamydia trachomatis en varones que consultan por
uretritis en la ciudad de Cordoba, que se realiza en al Laboratorio de Clamidia y HPV del
Instituto de Virologia “Dr. J.M.Vanella”, Facultad de Ciencias Médicas, Universidad
Nacional de Cérdoba. Los responsables de este proyecto son Med. Ana Ximena Kiguen y
Dra. Cecilia Cuffini.

Nombre del paciente

Firma del paciente

Y S E—

Fecha

Firma del Padre, Madre o Tutor

Aclaraciéon del Nombre del Individuo

S Y

Fecha

N2 de DNI

Relacidn que tiene con el sujeto:

Confirmo que el Individuo arriba firmante recibié la informaciéon necesaria para el
Consentimiento Informado, la cual le fue explicada en mi presencia.

Firma de la persona que obtiene el Aclaracién de la persona que obtiene el

Consentimiento informado consentimiento informado
_/_/_

N2 de DNI Fecha

Declaro haber recibido una copia del consentimiento: FIRMA: ........ccccoeoevevievecceeceeeennns
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ANEXO Il

MODELO DE HISTORIA CLINICA

e EPIDEMIOLOGIA MOLECULAR DE CHLAMYDIA )
i TRACHOMATIS UNC
-~ (S
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ANEXO 11l

NOTA DE APROBACION DEL CIEIS

C.LE.LS.
del Niio y del Adulto
Polo Hospitalario

RESOLUCION DEL COMITE DEL NINO Y DEL ADULTO

Titulo del Trabajo de
Investigacion
presentado

Epidemiologia molecular de Chlamydia trachomatis en varones que
consultan por uretritis en un Hospital de la Ciudad de Cérdoba.

Nombre del Investigador
principal

Dra. Cecilia Cuffini.

Nombre de la Institucion
y Sede de la
Investigacion

CIEIS del Nifio y del Adulto / Hospital Rawson.

Fecha de Presentacion

30 de Abril de 2015.

Documentos
Presentados

Protocolo de investigacion, version 1.0.
Hoja de Informacién y Formulario de Consentimiento Informado, version
1.0.

Integrantes del CIEIS

Luis Ahumada
German Ambasch
Carla Gabriela
Asteggiano
Hermelinda Bungur
Maria Carreras
Cecilia Closa

Daniel Omar David
Moénica Beatriz Heredia
Maria Lola Vozza
Andrea Gabriela Sosa
Miguel Orsilles

Claudia Limpias

Ana Maria Litvik
Leonardo Marianeli
Silvia Estela Mengarelli
Mirta Beatriz Miras
Silvia del Valle Nicolai
Ramén Pogonza
Natalia Beatriz Spitale
Liliana Beatriz Ramos
Jestis Luis Vega
Alejandra de Guernica
Marcos Marino

Silvia Graciela Heredia

Resolucién del CIEIS

APROBADO

Fecha de Aprobacién

20 de Julio de 2015.

Documentos Aprobados

Protocolo de investigacion, versién 1.0.

Hoja de Informacion y Formulario de Consentimiento Informado, versién
1.0.

En el caso de una decision positiva el investigador debera:

o0 0O oOoo

CIEIS.

Fecha: Cérdoba, 22 de Julio de 2015.

Cuando corresponda, presentar copia de la aprobacion del ANMAT

Comunicacién de inicio de la investigacion (reclutamiento del 1° paciente)

Entregar los reportes de avance cada 12 meses (progreso del protocolo con los pacientes reclutados y datos
parciales si los hubiese)
Notificar al CIEIS en caso de enmiendas al protocolo, o al material de reclutamiento o de la informacion para los
potenciales participantes en la investigacion o al formato del Consentimiento Informado.

Entregar copias de los Reportes de Seguridad que se reciban.

Reportar Eventos Adversos Serios e Inesperados relacionados con la conduccion del estudio.

Informar de la terminacion del estudio o circunstancias no esperadas o decisiones significativas tomadas por otros

Secretaria C.I.E.|.S. del Nifio y del Adulto - Hospital Rawson - Bajada Pucara 2025 - 1° Piso - Cérdoba — CP 5000 - Ne° 1
Argentina - Tel/Fax 0351-4584331 - Mail: cieispolohospitalario@gmail.com - ReNIS: CE000079
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