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Resumen

El presente trabajo de tesis se centré en la caracterizacion genética de cepas
autdctonas de Chlamydia trachomatis en dos poblaciones consideradas vulnerables.

Este microorganismo es una bacteria de vida intracelular obligada, causante de la
infeccidn bacteriana sexualmente transmisible mas prevalente en todo el mundo y la principal
causa mundial de ceguera prevenible al ser el agente etiolégico del tracoma. En embarazadas,
las infecciones clamidiales no tratadas se asocian a abortos, endometritis post parto, rotura
prematura de membranas y transmisiéon al neonato. En los recién nacidos, al entrar en
contacto con secreciones maternas, puede causar conjuntivitis y/o neumonia.

En primer lugar, se lograron validar PCR con alta “performance” utilizando muestras no
invasivas. Esto reviste gran importancia si se tiene en cuenta que una de las poblaciones en
estudio es la infantil.

En segundo lugar, se determind la presencia de Chlamydia trachomatis en dos
poblaciones vulnerables; nifios de 3-13 afios de edad con sospecha de abuso sexual y
embarazadas de 35-37 semanas de gestacion. Para esto se tomaron muestras de hisopado
faringeo y orina de la poblacién infantil e hisopado de fondo de saco vaginal de las
embarazadas cuando iban a realizarse diagndstico de portacidén de Streptococcus agalactiae.

Se obtuvo un 20% de prevalencia de infeccidén en nifios y un 6,9% en embarazadas.

Cabe destacar que la mayoria de los menores que resultaron positivos para la
infeccidn, fueron nifias, y que Chlamydia trachomatis se encontrdé tanto en orina como en
hisopado faringeo. Estos resultados resaltan la importancia de estudiar este microorganismo
en la poblacidn infantil por dos motivos principales; el primero es dar un tratamiento oportuno
y evitar asi las posibles complicaciones que esta bacteria puede traer aparejada. El segundo
motivo es que contamos con técnicas diagndsticas que utilizan muestras no invasivas para el
mismo, detalle no menor a la hora de asistir a estos pacientes. Por ultimo, consideramos
importante volver a reflexionar acerca del diagndstico extra genital de Chlamydia trachomatis
en esta poblacion tan sensible, ya que los resultados obtenidos hasta el momento son
controversiales al respecto.

En relacion a las embarazadas, nuestros resultados fueron relevantes ya que nos
permitié detectar que las menores de 25 afios y bajo nivel socioecondmico es el grupo de
riesgo de contraer esta infeccién. Asimismo, fue posible que las mujeres infectadas tuvieran un

tratamiento eficaz y evitar asi la transmisién al neonato.
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Para la caracterizacion genotipica se utilizaron técnicas de biologia molecular como
PCR-RFLP sobre el gen ompA. Esto nos permitié conocer la circulacion de genotipos en las
diferentes poblaciones. El anadlisis de la informacion obtenida permitié asociar
significativamente al genotipo D, E y F con las embarazadas. Al tener claro este dato, es
importante continuar con estudios que nos permitan esclarecer del éxito ecoldgico de éstos
genotipos sobre el resto de ellos.

Por ultimo, se analizaron filogenéticamente las secuencias obtenidas, detectdndose
que no existen grandes diferencias entre las cepas circulantes en nuestra ciudad con las
detectadas en otras regiones del mundo. Este dato es prometedor ya que se podria inferir que
las formulaciones vacunales en estudio en otras regiones del mundo, pueden ser eficaces en
nuestra poblacion.

Estos resultados representan el primer paso en el conocimiento de la epidemiologia
molecular de la infeccion por C. trachomatis en poblaciones vulnerables de nuestra ciudad, y
también abren nuevas posibilidades de estudio para comprender la historia natural de las

infecciones por Chlamydia trachomatis.
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Abstract

The focus of this thesis work is on the genetic characterization of native strains of Chlamydia
trachomatis in two populations considered vulnerable.

This bacterium is the cause of most prevalent sexually transmitted bacterial infection
worldwide and the most important cause of preventable blindness because is the etiologic
agent of trachoma. In pregnant women, untreated chlamydial infections are associated with
abortions, postpartum endometritis, premature rupture of membranes and transmission to
the newborn. In these babies, the contact with maternal secretions can cause conjunctivitis
and/or pneumonia.

First, we were able to validate PCR with high "performance" using non-invasive samples. This is
very important if you consider that one of the studied populations are children.

Second, we determined the presence of Chlamydia trachomatis in two vulnerable populations;
children between 3 and 13 years old with suspected sexual abuse and pregnant women from
week 35 to 37. In the case of children, throat swab and urine samples were taken. While for
pregnant women, swabbing vaginal fornix samples were collected during Streptococcus
agalactiae diagnosis.

We detected 20% prevalence of infection in children and 6.9% in pregnant.

It should be noted that most children who tested positive for infection were girls, and
Chlamydia trachomatis was found in both urine and throat swab. These results highlight the
importance of studying this microorganism in children for two main reasons; the first is to give
timely treatment to avoid possible complications that this bacterium may ensue. The second
reason is that we can use non-invasive samples for diagnosis; this is a very important topic
when attending these kinds of patients. Finally, we consider important to re-think about the
extra genital diagnosis of Chlamydia trachomatis in this sensitive population, since the results
obtained so far are controversial about it.

In relation to pregnant women, our results were relevant because they allowed us to detect
those women fewer than 25 years and low socioeconomic status is a group of risk for this
infection. It was also possible that infected women had an effective treatment preventing
transmission to the newborn.

For genotypic characterization we used techniques on the ompA gene of molecular biology and
PCR-RFLP. This made possible to us to know the circulation of genotypes in different

populations. The analysis of the information collected allowed us to associate genotypes D, E



and F with pregnant significantly. To be clear on this data, it is important to continue with the
studies that will help us clarify the ecological success of these genotypes for the rest of them.
Finally, we analyzed phylogenetically the sequences obtained, detecting that there are no
major differences between strains circulating in our city with those found in other regions of
the world. This finding is promising as it could be inferred that the vaccine formulations under
study in other regions of the world, can be effective in our population.

These results represent the first step in understanding the molecular epidemiology of
Chlamydia trachomatis infection in vulnerable populations in our city, and also open up new

possibilities for studying the natural history of infection caused by this organism.
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1.0 Introduccion

Es conocido que las infecciones de transmisidn sexual (ITS) acompafian a la humanidad
desde los tiempos mds remotos. En la Biblia se hacen alusiones a las mismas y testimonian la
extensién de tales afecciones entre los antiguos hebreos. En el Levitico aparecen muchas
normas higiénicas y preventivas para ellas y en el libro de los Niumeros se relata una epidemia
que produjo 24.000 muertos entre los hebreos después que éstos mantuvieran relaciones
sexuales masivas con las madianitas, en un rito de consagracién a Belfegor.

En el mundo grecorromano abundan las alusiones a este tipo de infecciones. Herédoto
refiere que los escitas, en castigo por haber saqueado el templo de Venus, fueron castigados
por la diosa con el "mal de las mujeres" (1); y Estrabon refiere que en el templo de Corinto
habia mas de mil meretrices y también médicos especialistas en curar "enfermedades ocultas".
(2)

En la obra enciclopédica de A.C. Celso (s. 1 d.C.) se refieren a diversas ITS genitales,
orales y anales. Destacan entre ellas la balanopostitis, descrita con todo detalle; la phitiriasis,
a la que también alude su coetdneo C. Plinius Secundus; y los condilomas, mencionados
también por Scribonius Largus (3). Estos Ultimos debian ser especialmente frecuentes en
Roma, como puede constatarse no sélo en las obras médicas, sino también en las satiras de
Marcial y Juvenal, donde se les alude con el nombre de "higos" (4).

En el afio 1913, Durand, discipulo de Nicolas-Favre, describe el linfogranuloma
venéreo, denominandola enfermedad de Nicolas-Favre (5); pero no es hasta 1930 que
Hellestom y Wassen describen el agente etioldgico de dicha patologia en una breve
comunicacién, denominando a este microorganismo como Chlamydia trachomatis (C.
trachomatis).

Esta bacteria pertenece al Phylum Chlamydiae, Clase Chlamydia, orden Chlamydiales.
Todos los miembros de este orden son bacterias inmdviles, Gram negativas, de 0,2-0,5 um de
didmetro que actlan como parasitos intracelulares obligados, y se multiplican, por un ciclo de
desarrollo unico, en el citoplasma de las células eucariotas dentro de vacuolas, denominadas

inclusiones.

1.1 Taxonomia

En 1971 Storz y Page propusieron el orden Chlamydiales que, originalmente, tenia una

sola familia, Chlamydiaceae, con las especies C. trachomatis y Chlamydia psittaci (6).



Posteriormente, en 1989 y 1992, se incorporaron las especies Chlamydia pneumoniae vy
Chlamydia pecorum respectivamente (7-8).

Gracias al andlisis filogenético de las secuencias de ARNr 16S, se descubrieron nuevas
bacterias que comparten entre un 80-90% de similitud de secuencia con las clamidias, por lo
gue se incluyeron siete familias adicionales a este orden: Chlamydiaceae, Clavochlamydiaceae,
Criblamydiaceae, Parachlamydiaceae, Piscichlamydiaceae, Rhabdochlamydiaceae,
Simkaniaceae, and Waddliaceae.

Los miembros de una familia de este orden, comparten 290% de similitud de 16S ARNr
uno con el otro; los de un género, comparten >95% de similitud de secuencias; excepto el
género Chlamydia. Es por esto que, en 1999, se decide separarlo en género Chlamydia y
Chlamydophila (9). Sin embargo, en el afio 2011, Whitman y col publican en el Bergey’s
Manual of systematic bacteriology, que la familia Chlamydiaceae vuelve a tener un solo
género, Chlamydia (C.), que comprende nueve especies: C. muridarum, C. suis, C. trachomatis,
C. psittaci, C. pneumoniae, C. pecorum, C. felis, C. caviae y C. abortus (10).

Recientemente, han sido descriptas nuevas especies: C. ibidis (11) C. avium y C.
gallinacea (12); encontradas en aves Pelecaniformes, Psittaciformes y Columbiformes,
respectivamente. En la figura 1 se puede observar un arbol filogenético basado en el anilisis

de las secuencias completas del gen que codifica para el ARNr 16S.
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Figura 1: Arbol filogenético de los miembros del Phylum Chlamydiae, realizado con el método de

Neighbour Joininig. Se muestra el analisis de

la secuencia completa del gen ARNr 16S (1477 pares de

bases), utilizando Ricksettia sp. como grupo externo (13).

De todas las Chlamydias mencionadas, C. trachomatis es la Unica que infecta solo a los

seres humanos y produce la ITS mas frecuente en el mundo. En nuestro pais no existen datos

de prevalencia de esta bacteria en poblaciones vulnerables, por lo que consideramos de gran

interés el estudio de esta especie en este tipo de poblaciones, para poder contribuir con datos

de la epidemiologia molecular de este microorganismo.




1.2 Biologia de Chlamydia trachomatis

1.2.1 Ciclo de multiplicacion

C. trachomatis tiene un ciclo de vida bifasico con dos formas funcional y
metabdlicamente distintas. La forma extracelular e infecciosa es el cuerpo elemental (CE); el
mismo es pequefio (0,3 um de didmetro) y metabdlicamente inactivo. La forma intracelular es
metabdlicamente activa, con un tamafio de 0,5-1,6 um de didmetro y se denomina Cuerpo
Reticulado (CR) (14).

El desarrollo de este ciclo comienza con la endocitosis de los CE a las células
eucariotas. Los mismos quedan dentro de pequefias vacuolas denominadas inclusiones
intracitoplasmaticas. Rapidamente luego del ingreso del CE a la célula, la inclusidén se ubica
cerca del nucleo y del aparato de Golgi. La inclusion sobrevive gracias a la evasién de la fusion
con los lisosomas, y se ha propuesto que esto tiene que ver con la capacidad de C. trachomatis
de lograr la inhibicion de las bombas de protones de tipo V-ATPasas vesiculares (15).

Transcurridas unas 8 hs desde el ingreso del CE a la célula, el mismo se diferencia a CR;
en este momento empieza la replicacién por fisién binaria. Esta multiplicaciéon llena
rapidamente la inclusién y la misma se expande hasta ocupar, en ocasiones, la casi totalidad
del citoplasma.

Pasadas 24-48 hs, el CR se transforma en CE, metabdlicamente inactivos e infecciosos;
y a las 72 hs post infeccidon, se produce la lisis celular, permitiendo la liberacidn de los CE para

infectar las células vecinas. (Figura 2)

Transformacién del CE en cuerpo Reticulado (CR)

/ ®o N\
Cuerpo [

Elemental = ’
(CE) / - / ; Replicacion del CR
3 — <

Célula

— “Transformacién del CR en CE

Lisis Celular ‘

Fig. N22: Ciclo de Vida de C. trachomatis.



1.2.2  Estructura Antigénica y factores de virulencia

1.2.2.1 Lipopolisacdrido

El Lipopolisacéarido (LPS) es un antigeno termoestable comun a todos los miembros de
la familia Chlamydiaceae. Nguyen et al., establecieron la relacién del LPS como factor de
virulencia en Chlamydia spp., ya que en su ausencia, las Chlamydias no pueden realizar la
transicién de CR a CE (16).

El LPS produce reaccién cruzada en las pruebas serolégicas, no sélo entre los distintos
miembros de la familia Chlamydiaceae, también con algunos LPS de enterobacterias, asi

como con cepas de E. coli.

1.2.3  Proteinas de Membrana externa

1.2.3.1 Proteina Mayor de Membrana

La Proteina Mayor de Membrana externa (MOMP) representa el 60% del peso seco de
la membrana de C. trachomatis. Esta proteina de 40 kDa posee epitopes especificos de especie
y su secuencia de aminodacidos incluye cinco dominios constantes y cuatro dominios variables
(vS1 al VS4) que se exponen en la superficie y que presentan una diversidad antigénica
considerable entre distintos tipos de C. trachomatis. La variabilidad de la secuencia de los
dominios variables ha sido considerada un mecanismo de evasién de la vigilancia inmunolégica
del hospedador (17-18).

Se ha propuesto que la MOMP tendria funcién como adhesina, para el primer paso del
ingreso de C. trachomatis a la célula hospedadora (19).

Varios estudios han demostrado que la MOMP es un potente antigeno y posee
epitopes que son capaces de provocar en el hospedador tanto la respuesta inmune humoral,
como celular (17, 20). Estas caracteristicas hacen a la MOMP candidata para el desarrollo de

vacunas y estrategias terapéuticas (21-22).

1.2.3.2 Proteinas polimdrficas de membrana

Las Proteinas polimdrficas de membrana (PMPs) son una familia Unica de proteinas de
membrana, con un alto grado de diversidad entre ellas; C. trachomatis tiene 9 y su sintesis se
lleva a cabo en las ultimas fases del ciclo de desarrollo. Cumplen funcién de adhesinas y de
autotransporte. Hay estudios que sugieren que las PMPs modulan el tropismo tisular, por lo
gue jugarian un papel importante en la diversificacién antigénica para escapar del sistema

inmune del hospedador (23).



1.2.3.3 Complejo proteico de membrana externa rico en residuos de

cisteina

Este complejo se encuentra en los CE, contribuyendo a la rigidez y estabilidad osmdtica
del mismo. Ademas actiia como adhesina en las primeras fases del anclaje del CE a la célula
eucariota.

A este complejo lo forman 28 proteinas. Las mds importantes son OmcA y OmcB. Esta
ultima, es la mas abundante del complejo y parece estar implicada en la transicién del CR a CE,

por lo que juega un papel relevante en la virulencia (24).

1.2.4  Proteinas del proceso celular

1.2.4.1 Proteinas “Hsp” de Stress térmico

Estas proteinas tienen dos funciones principales: actian como chaperonas y se
expresan como respuesta al stress. Estan clasificadas en familias de acuerdo a su peso
molecular. Las Hsp60 o “GroEL-LIKE” se encuentran en las infecciones persistentes y se
describié su presencia en infertilidad tubarica, Enfermedad Inflamatoria Pélvica y embarazos
ectépicos. La exposicion prolongada a la Hsp60 conduciria a la aparicién de fendmenos
autoinmunes.

La Hsp70 o “Dnak-like” se localiza en citoplasma y membrana externa de los CE. Se
sugiere que juega un papel mediador en la adhesién de C. trachomatis a la célula hospedadora.

Ambas proteinas inducen una respuesta inmune de tipo humoral (25).

1.2.4.2 Sistema de secrecion tipo Ill

Este Sistema de secrecidn tipo Il (TTSS) es un mecanismo clave de la virulencia de
Chlamydia spp. ya que facilita su interacciéon con la célula hospedadora. En el caso de C.
trachomatis, el sistema le permite secretar proteinas TARP hacia el citoplasma de la célula
hospedadora, con el fin de controlar el citoesqueleto y promover la internalizacion del CE (26).
Otras proteinas que son secretadas por este sistema son las de la familia Inc, que intervienen
en el desarrollo de la inclusidn clamidial.

Estda demostrado que este sistema es esencial para el desarrollo del ciclo de vida de C.

trachomatis, ya que juega un papel importante en la diferenciacién final del CR a CE (27).
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Figura 3: Estructura de la pared celular de Chlamydia spp (tomado de Alonso et al, 2012) (28). Se puede
observar en colores las diferentes estructuras que la forman, a saber: LPS, MOMP, PMP’s (omcA y
OmcB)

1.2.5 Genoma

C. trachomatis tiene un genoma relativamente pequefio, comparado con el resto de
las bacterias. El mismo estd compuesto por un tnico cromosoma de 1,03 x 10° pares de bases
(pb) y un plasmido de 7500 pb, el cual puede hallarse hasta en 10 copias por bacteria
dependiendo del estadio de desarrollo (29). Hasta el momento, se desconoce su funcionalidad,
pero se ha estudiado su composicién y se sabe que el mismo contiene ADN no codificante y 8
marcos abiertos de lectura que codifican para 8 proteinas. Aun asi, se lo denomina Plasmido
criptico.

Cabe destacar, que se han aislado y clonado cepas libres de plasmido, lo que nos da
una idea de que el mismo no es necesario para que las clamidias completen su ciclo de vida.

En el afio 1998 se obtuvo la primer secuencia completa de C. trachomatis. En la
actualidad, se cuentan con mds de 69 genomas completos, que abarcan diversidad temporal y

geografica (30-36).

1.3 Infecciones producidas por Chlamydia trachomatis

Los aislamientos de C. trachomatis estan clasificados en tres biovares y 21 genotipos
(37). Los biovares son Ocular, Genital y Linfogranuloma Venéreo (LGV) y se dividen de acuerdo
a su tropismo tisular, la patogénesis que producen en humanos y animales de laboratorio y sus

caracteristicas en los cultivos celulares (tabla 1) (10).



Los genotipos se denominan con una letra mayuscula de la A a la L y se clasifican de
acuerdo a la variabilidad de la secuencia del gen ompA que codifica para la MOMP. Es
interesante observar que esta clasificacion coincide con la basada en las diferencias
antigénicas de la MOMP que dividia a las diferentes cepas de C. trachomatis en serotipos o
serovares.

El biovar Ocular infecta células del epitelio conjuntival. Los genotipos que pertenecen a
este biovar son A, B, Bay C (tabla 1) y son los responsables de producir tracoma. Esta patologia
es endémica en mas de 50 paises, especialmente en regiones rurales de Africa sub-sahariana.
Su transmisién estd relacionada con bajas condiciones higiénicas y se produce por contacto
directo con fomites, con los ojos o a través de moscas. Los mas afectados son los nifios y las
mujeres y la infeccién primaria se presenta como conjuntivitis folicular que puede curar
espontaneamente. Sin embargo, infecciones repetidas conducen a la cronicidad de la infeccidn
llevando a la formacién de cicatrices y ceguera.

Es importante destacar que la Organizacién Mundial de la Salud (OMS) promueve la
lucha contra el tracoma bajo un enfoque multidisciplinar que implica cirugia, tratamiento
antibidtico, higiene facial y mejoras medioambientales. El objetivo es erradicar esta patologia
para el afio 2020 (38).

El biovar Genital es la principal causa infecciosa de transmision sexual en el mundo y el
nuimero de casos nuevos crece cada aifo. Los genotipos que pertenecen a este grupo son D,
Da, E, F, G, Ga, H, | la,J, JayKysusitio primario de infeccidén son las membranas mucosas del
tracto urogenital.

En hombres, la mayoria de estas infecciones tienen una presentacién sintomatica
(75%). En esta poblacién, C. trachomatis puede producir uretritis y se considera la causa mas
frecuente de uretritis no gonocdcica (UNG) (39). Si esta infeccion no es tratada correctamente,
el microorganismo puede acceder al tracto genital superior y producir epididimitis y trastornos
en la fertilidad.

En las mujeres, la infeccidon por este microorganismo, al contrario de lo que sucede en
hombres, se presenta de manera asintomatica en el 70-75% de los casos. Los casos
sintomaticos pueden presentarse como cervicitis, endometritis, salpingitis. Eng y Butler
comprobaron que entre el 30-40% de las adolescentes sexualmente activas estaban infectadas
(40) y que hasta el 40% de ellas, podrian desarrollar enfermedad pélvica inflamatoria (EPI) si
no recibian el tratamiento antimicrobiano especifico oportunamente (41). Ademas, C.
trachomatis puede producir trastornos de fertilidad, perihepatitis, abortos y partos

prematuros (42).
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En embarazadas, las infecciones clamidiales no tratadas se asocian a abortos,
endometritis post parto, rotura prematura de membranas, transmisidn al neonato en el canal
del parto y bajo peso al nacer. Algunos estudios sugieren que el riesgo de infeccién de un
recién nacido de madre infectada con C. trachomatis es aproximadamente del 70% y puede
ocasionar bronquitis, neumonia y conjuntivitis neonatal (43). Esta infeccién puede persistir en
los niflos por aproximadamente 3 afios (44). En nifios mayores, la via de transmisién de C.
trachomatis es la via sexual. Hammerschlag publica que la infeccidon por C. trachomatis en
nifios con sospecha de abuso sexual es menor al 5% (44) pero su deteccién es considerada
diagndstico de certeza del mismo (45-46).

Ademas, los genotipos de este biovar producen infecciones oculares benignas en
adultos (conjuntivitis de inclusion). (Tabla 1)

El biovar LGV estd compuesto por los genotipos L1, L2, L2a, L2b y L3. Al igual que el
biovar genital, la infeccion se transmite sexualmente pero, estos genotipos, tienen la
capacidad de producir una infeccién sistémica cuya patologia lleva el mismo nombre del
biovar.

El desarrollo de LGV presenta tres estadios bien diferenciados:

1- Lesidon primaria, pequefia papula o ulcera en la mucosa genital o en la piel adyacente a la
puerta de entrada que es indolora y remite espontaneamente.

2- Linfoadenopatia inguinal. La infeccion genera eritema y evoluciona originando abscesos
denominados bubones, los cuales son dolorosos, pueden ulcerarse y drenar
espontaneamente.

3- En la etapa terciaria ocurre la fistulizacién y drenaje del ganglio inflamado. Las lesiones

cicatrizales pueden conducir a elefantiasis. (tabla 1) (47).

Patologias producidas por los diferentes genotipos de C. trachomatis

Biovar Genotipos Patologia o Sindrome

Ocular A, B, Ba, C Conjuntivitis de inclusién en recién nacidos y adultos;
tracoma y ceguera.
Genital D, Da, E, F, G, Ga, H,I, Neumoniay conjuntivitis neonatal.
la, J, JayK Uretritis y epididimitis en hombres
Sindrome uretral, cervicitis, endometritis, salpingitis,
infertilidad, Perihepatitis (Sind. Fitz-Hugh-Curtis)
LGV L1, L2, L2a, L2by L3 Linfogranuloma Venéreo

Tabla 1: Se muestran los genotipos que componen cada biovar de C. trachomatis y las patologias que
puede producir cada uno de ellos.
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1.4 Diagndstico

El diagndstico de C. trachomatis se realiza por métodos de diagndstico directos, ya sea
aislamiento en cultivo celular, deteccién de antigenos o deteccidon de acidos nucleicos por

biologia molecular.

1.4.1  Aislamiento en Cultivo Celular

Para el aislamiento en cultivo se pueden utilizar una gran variedad de lineas celulares
susceptibles de origen humano y animal, como las McCoy, Hela 229, L929, BGMK, BHK-21 y
LLC-MK2 entre otras (48). Como ventaja de esta metodologia podemos referir que es posible
detectar CE viables, tiene minimo potencial de contaminacién (lo que la hace el “gold
standard” para casos médico-legales), y se puede conservar la cepa para estudios de
genotipificacion o antibiogramas.

Como desventaja podemos decir que tiene relativamente baja sensibilidad comparada
con las técnicas de biologia molecular (70-85% en manos experimentadas), necesita estrictos
cuidados en transporte y conservacién de la muestra, infraestructura avanzada y por lo menos
48 a 72 hs para identificar las inclusiones. Para esto, se utilizan anticuerpos monoclonales
especificos marcados con isotiocianato de fluoresceina; de LPS para reconocer todas las

especies de Chlamydia, o de MOMP para reconocer solo C. trachomatis.

1.4.2 Deteccidn de antigenos

Otro método directo que se utiliza con frecuencia es la deteccién de antigenos por
inmunofluorescencia directa. En general, se utilizan anticuerpos monoclonales dirigidos contra
LPS, aunque también pueden utilizarse contra MOMP.

La ventaja que tiene esta técnica es la rapidez en realizarla y que la muestra no
necesita conservacion ni refrigeracion durante su transporte. La desventaja que tiene es que se
necesita personal especializado y su evaluacién microscdpica es muy laboriosa.

Otra técnica utilizada es el enzimoinmunoensayo. En general, estas pruebas rapidas,
utilizan anticuerpos dirigidos contra LPS y son los test con menor sensibilidad y especificidad.
Es por esto, que el CDC no aconseja su uso, mucho menos en poblaciones con bajos niveles de

prevalencia de infeccidn por C. trachomatis (49).

1.4.3 Deteccidn de dcidos nucleicos
La deteccidn de acidos nucleicos de C. trachomatis se puede realizar mediante técnicas

de hibridacién. Las mismas utilizan sondas de ADN especificas marcadas con moléculas
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guimioluminiscentes, que son complementarias a una secuencia especifica de ARN ribosémico
de la bacteria. Cabe destacar que esta técnica no produce amplificacion de los &cidos
nucleicos, sino que produce la amplificacidn de la sefial en presencia del mismo. Es por este
motivo que su sensibilidad es similar al cultivo e inferior a la de las técnicas de amplificacion.
La desventaja que tiene la técnica es que al detectar ARN, es necesario que el microorganismo

se mantenga viable, ya que el ARN puede alterase facilmente (50).

1.4.4  Amplificacion de dcidos nucleicos

El desarrollo de pruebas basadas en la amplificacidn de acidos nucleicos ha sido el mas
importante avance en el campo del diagnéstico de C. trachomatis desde el desarrollo del
cultivo celular. Al ser una técnica extremadamente sensible y especifica y no necesitar
muestras invasivas para su realizacidon, permite hacer el diagndstico de esta infeccién a
pacientes asintomaticos.

Debido a que la amplificacion de acidos nucleicos es exquisitamente sensible (90%) y
altamente especifica (99-100%), se ofrece la oportunidad de utilizar el muestreo no invasivo
para la deteccién de infecciones en individuos asintomadticos que no buscarian atencién
médica debido a esta infeccidn.

De todas las técnicas de amplificacién de acidos nucleicos, la mas importante es la
reaccion de la cadena de la polimerasa (PCR); que utiliza dos cebadores de oligonucledtidos
sintéticos, con secuencias que son complementarias a la regién de un segmento especifico de
ADN presente en el organismo objetivo. La PCR puede ser género, especie, grupo o cepa
especifica dependiendo del disefio de la misma (48); ademas, existen PCR cualitativas y
cuantitativas.

La PCR en tiempo real (qPCR) es una técnica que combina la amplificacién y la
deteccidén en un mismo paso, al correlacionar el producto de la PCR de cada uno de los ciclos
con una sefial de intensidad de fluorescencia. Posee caracteristicas importantes como alta
especificidad, amplio rango de deteccidn y rapidez en la visualizacidn del producto ya que no
es necesario realizar una electroforesis posterior. Esta técnica nos permite, ademds,
cuantificar la cantidad de copias presentes del acido nucleico buscado; esto es posible siempre
y cuando se cuente con un control ya cuantificado con el que se hace una curva de calibracidn
gue debe correrse al mismo tiempo que las muestras a analizar (51).

La desventaja que tiene la PCR es que no podemos aislar la bacteria viable para realizar

pruebas de sensibilidad a antimicrobianos.
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1.4.5 Determinacion de anticuerpos
La deteccion de anticuerpos contra C. trachomatis, no es de utilidad en infecciones
genitourinarias producidas por este microorganismo, ya que al ser infecciones muy localizadas,
no induce altos titulos de anticuerpos. Solo es util esta metodologia en LGV e infecciones

neonatales, ya que las mismas son sistémicas (48).

Numero de organismos por muestras
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Figura 4: Limites relativos de deteccion de diferentes tecnologias utilizadas para diagnosticar C.
trachomatis. Los datos son los nimeros de registro de CE de clamidias detectado.

1.5 Tratamiento

Segun las recomendaciones del CDC, el régimen de tratamiento recomendado para las
infecciones por C. trachomatis es 1 gr de azitromicina, via oral, en monodosis o 100 mg de
doxiciclina, via oral, cada 12 hs por 7 dias (52).

En mujeres embarazadas las alternativas terapéuticas incluyen azitromicina Unica dosis
de 1 g o tratamientos mas prolongados con eritromicina base.

En neonatos, el tratamiento recomendado es la eritromicina base 50 mg/kg/dia,
dividido en 4 dosis diarias por 14 dias.

Alternativamente, es posible utilizar 500 mg de levofloxacina, una vez al dia por 7 dias
0 300 mg de ofloxacina, 2 veces por dia por 7 dias (53).

En relacién a la sensibilidad que tiene C. trachomatis a los antibidticos usados en la
practica diaria, podemos decir que en los aislamientos obtenidos se observa solo resistencia de
tipo heterotipica (54); de todas maneras, no existen protocolos estandarizados para evaluar
susceptibilidad antibidtica de este microorganismo.

Si bien se han reportado fallas de tratamiento en algunos pacientes, hay que
considerar el hecho de que estas fallas no sean tales, sino que sean reinfecciones o falta de

adhesion al tratamiento del paciente o de la/s parejas sexuales.

1.6 Importancia del estudio de Chlamydia trachomatis
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La OMS estimd que en el afio 2008 hubo mas de 100 millones de nuevos casos de
infecciones por C. trachomatis; de éstos, mas de 26 millones correspondieron al area de
América. Ademas, como se explicd anteriormente, C. trachomatis es la responsable del
tracoma, primer causa de ceguera en el mundo (55).

Teniendo en cuenta que existe una alta prevalencia de esta infeccidn, sobre todo en
poblaciones vulnerables, las secuelas graves que puede producir este microorganismo en los
pacientes, el complejo diagndstico por ser una infeccidn silenciosa y el tratamiento sencillo
para evitar complicaciones; es que resulta relevante estudiar la prevalencia de la infeccién por
C. trachomatis. Ademas es necesario conocer los genotipos circulantes en nuestra regién con
el fin de profundizar el conocimiento de la epidemiologia molecular de esta bacteria para la

formulacion de futuras vacunas.
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2.0 Antecedentes

La OMS registré 500 millones de nuevos casos de ITS en el afio 2008, de los cuales, 105
millones fueron causadas por C. trachomatis (55).

En la poblacion general, existen reportes de prevalencia de esta bacteria que registran
porcentajes muy variados, de acuerdo a la metodologia utilizada. En Europa, Van Liere y col
encontraron una prevalencia de infeccidon del 4,8% en jovenes de los Paises Bajos (56). En
Suiza, Bally y col reportaron una prevalencia del 5,5% en poblacién general (57). Por su parte,
Panatto y col informaron que en lItalia, la prevalencia de C. trachomatis en mujeres
asintomaticas es del 5,8% (58).

Hay pocas publicaciones de prevalencia en Africa y Asia. En Nigeria, se realizé un
estudio en personas que consultaron a una clinica de ITS, encontrando una prevalencia de
9,6% (59); y en Sri Lanka la prevalencia en la misma poblacién fue de 8,3% (60).

Las prevalencias de la Infeccidn por C. trachomatis en Latinoamérica, van desde un
5,3% en mujeres sintomaticas y asintomaticas en Colombia (61), a un 10,4% en mujeres con las
mismas caracteristicas que las colombianas en Venezuela (62). En Chile, se encontré un 6,9%
de prevalencia en mujeres adolescentes sexualmente activas (63) y en Brasil, la prevalencia
encontrada de C. trachomatis, en joévenes sexualmente activas menores de 25 afios, es del
9,6% (64).

En nuestro pais, existen escasos reportes de prevalencia de C. trachomatis en la
poblacién. Farinati y col, detectaron un 8,7% de infeccién en jévenes asintomaticos (65) y
Occhionero reporté 3,5% en la misma poblacién en Bahia Blanca (66). Deluca hallé un 26,4%
de prevalencia en una poblacién aborigen de Formosa (67); y finalmente, Monetti y col
realizaron un estudio en pacientes infértiles, obteniendo una prevalencia de 7,2% (68).

La infeccion por C. trachomatis en embarazadas reviste gran importancia, ya que las
infecciones no tratadas se asocian a abortos, endometritis post parto, rotura prematura de
membranas, transmisién al neonato en el canal del parto y bajo peso al nacer.

En esta poblacién, se han reportado las siguientes prevalencias de infeccion; 3,5% en
USA (69), 12,1 % en el Reino Unido (70) y 6,4% en Australia (71). Segun los estudios publicados,
la prevalencia de esta bacteria difiere mucho en todo el mundo, con valores de 0,1% al 25,7%
dependiendo de las caracteristicas particulares de la poblacién de embarazadas y de la
metodologia aplicada para dicho estudio (72). En América Latina, se han reportado

prevalencias, en esta poblacion, del 5,9% en Chile (73), 10% en Perl (74) y 11% en Brasil (75).
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Con respecto a nuestro pais Entrocassi y col encontraron; en Buenos Aires, una prevalencia de
19,2% en embarazadas adolescentes (76).

Es interesante destacar que los mayores rangos de prevalencias se dan en pacientes
embarazadas menores de 25 afios de edad y con un nivel socioeconédmico bajo y que esta
infeccidn se da de manera asintomatica en la mayoria de las embarazadas, por lo que no se
realiza el diagndstico.

Algunos estudios sugieren que el riesgo de infeccién de un recién nacido de madre
infectada con C. trachomatis es aproximadamente del 50% y puede ocasionar bronquitis,
neumonia y conjuntivitis neonatal (77). Di Bartolomeo y col realizaron un estudio en neonatos
con conjuntivitis de Buenos Aires, Argentina y reportaron un 8% de prevalencia de C
trachomatis (78). Hay publicaciones que sugieren que este microorganismo puede persistir
hasta 3 afios en estos nifios (79).

Existe una segunda via de infeccidn en nifios que es la via sexual. Las publicaciones de
infeccion por C. trachomatis en nifios con sospecha de abuso sexual arrojan prevalencias
mundiales menores al 5% (44, 80-81) pero destacan que su deteccion es considerado
diagndstico de certeza del abuso sexual ya que no hay otra via de contagio (45-46).

En nuestro pais no hay reportes de infeccion por C. trachomatis en nifios con sospecha
de abuso sexual. Es importante recalcar que para realizar el diagnéstico de C. trachomatis con
fines legales, la Unica metodologia aprobada es el aislamiento por cultivo celular; pero a los
fines del diagndstico y tratamiento médico, para evitar las complicaciones que este
microorganismo puede traer aparejadas, es muy Util la utilizacién de técnicas de biologia
molecular, ya que, tienen una sensibilidad mayor al cultivo y, por este motivo, es posible
detectar la bacteria aunque exista muy baja carga bacteriana.

En relaciéon a los genotipos de C. trachomatis, Verwiej S estudié las principales
caracteristicas de cada uno; en su publicacion explica que los genotipos D, E y F son los mas
prevalentes a nivel mundial, tanto D como E se detectan principalmente en infecciones
persistentes, F produce dolor abdominal y junto con el genotipo K se encuentran sobretodo en
pacientes sintomaticos; el genotipo la sélo se detectd en mujeres asintomaticas, los genotipos
H, | y J persistieron 2 o 3 afios en mujeres a pesar de tener tratamiento antibidtico, en
pacientes infértiles se encontraron los genotipos E, F, G, K, L1 y L2 y los genotipos G, I, y D
fueron los mas frecuentes en cancer de cuello uterino (82).

La prevalencia de los genotipos fue determinada en muchos paises, obteniéndose
como resultado: genotipo D (5-48%), E (22-44%) y F (8-20%) predominando en infecciones
urogenitales, mientas G (4-7%), Ga, H (<5%), | (6%), J (5-13%), y K (5-10%) son menos comunes.
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La gran mayoria de los datos publicados demuestran claramente que los genotipos E y D son
los aislados con mayor frecuencia de infecciones del tracto genital (83-84).

En nuestra regidn, en un trabajo realizado en la provincia de Buenos Aires a partir de
muestras positivas para la infeccién por C. trachomatis de pacientes adultos y neonatos con
ophthalmia neonatarum, el genotipo E fue el mds prevalente independientemente del origen
de la muestra (46,3%), seguido por el genotipo D (19,5%) y F (14,6%) en adultos, y G (9,2%) y D
(7,9%) en recién nacidos. Ademds, se obtuvo un 2,5% del genotipo Ja en muestras
endocervicales, mientras que en las muestras correspondientes a neonatos y pacientes
masculinos este genotipo no estuvo presente (85).

En Cérdoba, en la genotipificacibn de muestras provenientes de pacientes
asintomaticos y sexualmente activos, se observé que el genotipo E era el mas frecuente (73%),
seguido del genotipo D (16,2%), y con menor frecuencia los genotipos Fy G (5,4%) (86).

Por su parte, Monetti y col. realizaron un estudio en Cérdoba en pacientes infértiles y
encontraron los genotipos L1 (50 %) seguido de G (25 %), E (12,5%) y D (12,5%) (68).

Existen pocas publicaciones de los genotipos presentes en embarazadas. En los
trabajos de Yu J y col y Zhong y col se publicaron los hallazgos de los genotipos E, F, H y D tanto
en embarazadas como en sus recién nacidos (87-88).

En América y particularmente en Argentina, no hay publicaciones acerca de los
genotipos circulantes en esta poblacién vulnerable ni hay publicaciones en nifios con sospecha
de abuso sexual.

Considerando que cada uno de los genotipos tiene caracteristicas particulares, y que
los genotipos de mayor circulacidn son los que producen infecciones persistentes, es de suma
importancia estudiar la circulacién de los mismos en poblaciones vulnerables como son las
embarazadas y los nifios con sospecha de abuso sexual con el fin de proporcionarles a estos
pacientes un tratamiento adecuado y evitar las posibles complicaciones que esta infeccién
puede traer aparejada.

Estas complicaciones son costosas tanto en términos psicosociales como econdmicos.
Con el fin de disminuir estos costos se han implementado, en diferentes paises, programas de
deteccién de C. trachomatis. El objetivo principal del diagndstico de esta bacteria es reducir la
morbilidad mediante la deteccién precoz y el tratamiento especifico adecuado. Como objetivo
secundario de estos programas esta disminuir la prevalencia total de las infecciones por C.
trachomatis y, posteriormente, reducir la transmision en la poblacion.

En relacion a costos financieros, se considera que un Programa de Tamizaje es efectivo
cuando los costos relacionados con la logistica de la deteccidon y el tratamiento de los casos

positivos son menores o iguales a los del diagndstico y tratamiento de las complicaciones.
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Algunas publicaciones demuestran que los Programas de Tamizaje puestos en marcha para
esta infeccidn son rentables en poblaciones seleccionadas (89-92).

En nuestro pais no existen programas de tamizaje de C. trachomatis en ninguna
poblacidn; ni siquiera en aquella considerada de alto riesgo, tampoco hay estudios de
poblaciones vulnerables que determinen que grupo se considera de mayor riesgo para
implementar estos programas.

Por este motivo, consideramos trascendental realizar estudios que brinden
herramientas diagndsticas y datos estadisticos y epidemiolégicos que sirvan de base para una

implementacion, eficiente, de dichos programas de salud publica.
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3.0 Objetivos

3.1 Objetivo General

Determinar la circulacién de Chlamydia trachomatis en dos poblaciones vulnerables,
con el fin de aportar datos significativos de la epidemiologia molecular de esta bacteria en

estos grupos de riesgo.
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3.2 Objetivos especificos

1

Validar la técnica de biologia molecular para la deteccién de C. trachomatis.

Determinar la presencia de C. trachomatis en nifios con sospecha de abuso sexual.

Analizar los genotipos presentes de las cepas detectadas para identificar la
circulacion de cada uno de ellos en nifios con sospecha de abuso sexual de la

ciudad de Cérdoba.

Determinar la prevalencia de genotipos de C. trachomatis en embarazadas de la
ciudad de Cérdoba con el fin de conocer la circulacién de cada uno de ellos en esta

poblacién vulnerable.

Relacionar la carga bacteriana de los genotipos encontrados para establecer

asociaciones con las caracteristicas de los pacientes.

Caracterizar por secuenciamiento nucleotidico y analisis filogenético las cepas

detectadas para relacionarlas con las halladas en otras regiones del mundo.
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Capitulo 2

Materiales y Métodos
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4.0 Materiales y Métodos

4.1 Poblaciones de estudio

4.1.1 Nifios con sospecha de abuso sexual

La deteccién de C. trachomatis se realizd6 en muestras de orina e hisopado faringeo
(HF) de pacientes de 3 a 14 afios con sospecha de abuso sexual.

Criterios de inclusién: La poblacion de estudio estuvo constituida por nifios de 3 a 14

afios de edad. Se incluyeron pacientes provenientes de la Unidad Judicial de la Mujer y el Nifo
y del Hospital Pediatrico del Nifio Jesus, de la ciudad de Cérdoba, presentando sospecha de
abuso sexual.

Previo a la toma de muestras, los profesionales de los nosocomios mencionados se
comunicaban con los responsables de este estudio, quienes eran los encargados de dirigirse al
lugar para:

v Explicarle a los pacientes y a sus tutores la importancia del estudio de C.
trachomatis

v invitar a los pacientes a participar en este proyecto

v Hacer firmar el consentimiento informado (Anexo I) y asentimiento informado
a los mayores de 7 afios (Anexo Il); ambos documentos aprobados por el
Comité de Etica del Polo Hospitalario (CIEIS) y la Comisién de Etica de la
Provincia de Cérdoba (COEIS) (Anexo lll)

v' Obtener la muestra de HF de cada paciente

v' Entregarle a los pacientes tubos estériles para la toma de primer chorro de
orina.

Una vez obtenidas las muestras, se transportaron al Instituto de Virologia “Dr. J.M
Vanella” de la Facultad de Ciencias Médicas de la Universidad Nacional de Cdrdoba, para su
procesamiento.

Los HF se conservaron y transportaron en 1 ml de medio de transporte de sacarosa-
fosfato-glutamato. Al llegar al laboratorio cada muestra fue dividida en dos alicuotas; una de
ellas de 200 pl se usé para la deteccion de C. trachomatis utilizando técnicas de biologia
molecular y la restante fue almacenada a -80°C.

Las muestras de primer chorro de orina fueron centrifugadas a 2000 rpm por un lapso
de 5 minutos; se eliminé el sobrenadante y se dividié el sedimento en dos alicuotas, una de
ellas de 200 pl, que se utilizd para la deteccidon de C. trachomatis por PCR y la restante se

almacend a -80°C.
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Una vez realizadas las determinaciones todas las alicuotas de ambas muestras fueron

desechadas en bolsas de residuos patdgenos.

4.1.2 Embarazadas

La deteccién de C. trachomatis en esta poblacién se realizé a partir de muestras de

hisopado de fondo de saco vaginal (HFSV) de pacientes embarazadas.

Criterios _de inclusién: La poblacion de estudio estuvo constituida por pacientes

embarazadas entre la semana 35-37 de gestacion, que concurrieron a la Direcciéon de
Especialidades Médicas Centro (DEMC) de la Municipalidad de la ciudad de Cdérdoba vy al
laboratorio LACE S.A a realizarse el estudio de portacién de Streptococcus agalactiae.

Previo a la toma de muestras, los profesionales responsables de cada laboratorio,
explicaron a las pacientes la importancia de realizar el estudio de C. trachomatis, las posibles
complicaciones de esta infeccién e invitaron a las pacientes a participar del proyecto.
Posteriormente, se les solicité la firma del consentimiento informado (Anexo 1V) aprobado por
el Comité de Etica Oulton- Romagosa (CIEIS) y la Comisién de Etica de la Provincia de Cérdoba
(COEIS) (Anexo V), y se les tomaron dos muestras. La primera para el diagndstico de
Streptococcus agalactiae y una segunda muestra de HFSV para la deteccion de C. trachomatis.

Una vez obtenida la muestra, la misma se conservd a 4°C en 1 ml de medio de
transporte de sacarosa-fosfato-glutamato. Al llegar al laboratorio se procedié a su

procesamiento de la siguiente manera:

1) Las muestras fueron homogeneizadas por agitacién con vortex durante 1 minuto con
perlas de vidrio para asegurar el desprendimiento de todas las células del hisopo de
dacron.

2) Lafase acuosa se transfirié a un tubo de 1,5 ml para su posterior centrifugado.

3) Se centrifugd la muestra a 2000 rpm por un lapso de 5 minutos para eliminar detritos
celulares.

4) El sobrenadante se dividid en dos alicuotas; una de las cuales se conservé a -80°C vy la

restante se utilizé para el diagndstico de C. trachomatis.
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4.2 Validacion de la técnica de Biologia molecular para la determinacion de C.

trachomatis

Para la implementacion de los ensayos de biologia molecular, primero, se
seleccionaron los oligonucleétidos iniciadores en base al andlisis de las secuencias
nucleotidicas de aislamientos de C. trachomatis publicadas en Genbank.

Luego se obtuvo un stock bacteriano de la cepa patrén C. trachomatis L2 434BU. El
mismo fue titulado en células LLCMK2 por el método de unidades formadoras de inclusién
(UF1) bajo medio liquido y la concentracién bacteriana fue expresada como nimero de UFI por
mililitro (UFI/ml) (93).

Para validar cada una de las técnicas de biologia molecular se siguié el protocolo de
Rabenau; se determind exactitud, sensibilidad, especificidad y precisién intra e inter ensayo
de las PCR dirigidas contra los genes que codifican MOMP y Plasmido criptico de C.
trachomatis en muestras de orina, HF e HFSV (94). Para esto se utilizaron 20 controles de cada
tipo de muestras infectados con la cepa de C. trachomatis L2 434BU y la misma cantidad de
controles negativos.

Se determind el limite de deteccion de cada PCR. Para conocerlo, se realizaron
diluciones de la cepa patrdn, se realizd extraccion de ADN y amplificacion del mismo y se
observé la concentracidn mas baja que detectd cada una de las técnicas de biologia molecular.

Una vez determinado el limite de deteccién, se obtuvieron controles positivos fuertes
de cada control con una concentracién bacteriana mayor a 1 logy sobre el limite de deteccién
(1000 copias); y controles positivos débiles con una concentracién de hasta 1 log,o (10 copias),
sobre el limite de deteccion.

Para obtenerlos, se infectaron las muestras que se utilizaron como controles positivos,
con la concentracién indicada para que los mismos fuesen fuertes o débiles. Posteriormente se
realizé la extraccion de ADN de los controles infectados y se los almacend a -20°C hasta su
utilizacion.

Se utilizé6 como método de referencia la PCR en tiempo real tanto de plasmido criptico
como del gen ompA. Es importante destacar que no se usé el aislamiento en cultivo celular
como método de referencia para la validacion, ya que la orina es téxica para las células y no es
posible realizarlo con este tipo de muestra.

La exactitud se define como el grado de conformidad de una cantidad medida o
calculada a su valor real. Puede ser calculada comparando los resultados con los obtenidos

utilizando el método de referencia.

25



Para determinarla se utilizaron 3 controles positivos de 1000 copias, 3 controles
positivos débiles (10 copias) y 3 controles negativos para C. trachomatis. Todos ellos fueron
analizados tanto por PCR convencional (por triplicado) como por PCR en tiempo real; dirigidas
contra los genes que codifican plasmido criptico y MOMP.

La sensibilidad esta definida como la proporcidn de verdaderos positivos sobre todos
los positivos; y para obtenerla se utilizaron 10 controles positivos fuertes y 10 controles
positivos débiles.

La especificidad son los verdaderos negativos sobre todos los que resultaron negativos.
Para determinarla se usaron 20 controles negativos para C. trachomatis. Es importante
descartar la reaccion cruzada de los iniciadores con otras bacterias. Es por ello que dentro de
esos 20 controles se utilizaron 3 controles positivos para Neisseria gonorrhoeae, 3 infectados
con Haemophilus spp., 3 con Escherichia coli, 3 controles positivos para Streptococcus spp., 3
controles infectados con Staphylococcus spp. y 5 controles negativos.

La precision de una técnica es el grado de concordancia de los resultados de un test
dentro de una misma corrida (precisién intra-ensayo) y de una corrida a otra (precision inter-
ensayo). Para determinarlas se utilizaron un control positivo fuerte (1000 copias) y un control
positivo débil (10 copias). Se larga la corrida con cada uno de estos controles por triplicado

para la precision intra ensayo y en 3 corridas diferentes para la interensayo.

4.3 Determinacion de la presencia de C. trachomatis

4.3.1 Extraccion de ADN

Todas las muestras a analizar fueron sometidas a extraccion de ADN utilizando el kit
comercial de extraccion de Accuprep Genomic DNA Extraction Kit (BIONEER, Alameda, CA,
USA) de acuerdo al siguiente protocolo.

1) A cada tubo de reaccion de 1,5 ml que contenia 200 ul de la muestra, se le adiciond 20
ul de Proteinasa Ky 200 ul de “binding buffer”.

2) Las muestras fueron homogeneizadas una a una por agitacion con vortex durante 1
minuto.

3) Luego se las colocé en bafio seco a 60 2C durante 1 hora.

4) Posterior a la incubacién, se inactivd la enzima por adicién de 100 ul de alcohol
isopropilico absoluto y se homogeneizd suavemente con el tips de extraccion.

5) La fase acuosa se transfirié a un tubo de reaccion de 2 ml que contenia la columna de

extraccién y se sometié a centrifugacion por 1 minuto a 8000 rpm.
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6) Posteriormente, se transfirid la columna a un tubo de reaccién de 2 ml de lavado de la
columna.

7) Se adiciond 500 ul de buffer de lavado 1, previamente suplementado con 80 ml de
alcohol etilico absoluto.

8) Sellevé a centrifuga a 8000 rpm durante 1 minuto.

9) Se descartd el alcohol precipitado y se agregd 500 ul de buffer de lavado 2,
previamente suplementado 30 ml de alcohol etilico absoluto.

10) Se llevo a centrifuga a 8000 rpm durante 1 minuto.

11) Se descarté el alcohol precipitado y se centrifugd la columna sola a 12000 rpm durante
1 minuto, para eliminar restos de alcohol que puedan inhibir la enzima Gotaq
polimerasa de la PCR.

12) Se transfirio la columna a un nuevo tubo de reaccion de 1,5 ml y se adicioné 200 pl del
buffer de elucidn.

13) Se dejo reposar la columna por el lapso de 2 minutos.

14) Se llevd a centrifuga durante 1 minuto a 8000 rpm.

15) Se descartd la columna y se almacend el extracto de ADN a -20°C hasta su utilizacién.

4.3.2  PCRdirigida contra pldsmido criptico de C. trachomatis

Se establecio la técnica de PCR para la deteccién de un fragmento de 201 pb del gen
que codifica el plasmido criptico de C. trachomatis.

Los iniciadores seleccionados fueron CTP1 y CTP2 (95). (Tabla numero 2)

Los fragmentos de ADN (5 pl) fueron amplificados en un volumen final de 25 ul, en
presencia de 25 pmol de cada iniciador, 200 uM de cada desoxinucledtido (dNTPs) (dATP,
dTTP, dGTP, y dCTP), 1,5 mM de MgCl,, 0,3% de Dimetilsufoxido (DMSQ,) y 1 unidad de enzima
GoTaq polimerasa (Promega Corporation, Madison, USA).

La reaccidn consté de una etapa de desnaturalizacién inicial a 95°C durante 4 minutos,
seguido por 40 ciclos de amplificacién. Cada ciclo tenia una etapa de desnaturalizacién a 95°C
durante 1 minuto, un “annealing” a 55°C durante 1 minuto y una elongacién a 72°C durante
1,5 minutos. Finalmente la etapa de extension a 72°C por 4 minutos. Cabe aclarar que se

utilizaron controles internos positivos y negativos en cada corrida.
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4.3.3 Nested PCR dirigida contra el gen ompA de C. trachomatis

Se establecié la técnica de PCR para la deteccién de un fragmento de 1087 pb del gen
ompA de C. trachomatis.

Los iniciadores seleccionados fueron NLO/NRO y PCTM3/SeroA2 (95). (Tabla nimero 2)

Los fragmentos de ADN (5 pl) fueron amplificados en un volumen final de 50 ul, en
presencia de 25 pmol de cada iniciador, 200 uM de cada dNTPs, 1,5 mM de MgCl,, 0,3% de
DMSO, y 1 unidad de enzima GoTaq polimerasa (Promega Corporation, Madison, USA).

La reaccidn consté de una etapa de desnaturalizacidn inicial a 95°C durante 6 minutos,
seguido por 49 ciclos de amplificacidn. Cada ciclo tenia una etapa de desnaturalizaciéon a 95°C
durante 1 minuto, un “annealing” a 45°C durante 3 minutos y una elongacién a 72°C durante 3
minutos. Finalmente la etapa de extension a 72°C por 4 minutos; utilizando controles internos

negativos y positivos para cada corrida.

Cebadores utilizados en las PCR dirigidas a los genes que codifican MOMP y Plasmido criptico

Oligonucleétido® Secuencia (5’- 3’) Tamaiio del
fragmento

CTP1 (S) TAG TAA CTG CCA CTT CAT CA 201 pb

CTP2 (A) TTCCCCTTG TAATTCGTT GC

NLO (S) ATG AAA AAACTCTTG AAATCG 1087 pb

NRO (A) CTCAACTGT AACTGC GTATTT

PCTMS3 (S) TCCTIT GCA AGCTCT GCCTGT GGG GAATCCT 965 pb

SeroA2 (A) TITCTAGATCTTCATTCTTGTT

 Cédigo de oligonucledtido, la letra entre paréntesis indica la polaridad (S, “sense”; A “antisense”).
Tabla 2: Secuencia de nucledtidos de los cebadores utilizados en la amplificacion de fragmentos de 201
pb (plasmido criptico), 1087 pb y 965 pb (gen ompA).

4.3.4 Visualizacion de los fragmentos obtenidos por PCR
La visualizacién de los productos de ambas PCR, se realizé mediante electroforesis en
gel de agarosa al 1,5% conteniendo 0,5 pl/ml de bromuro de etidio. La visualizacion de los

productos amplificados se examind mediante el uso de un transiluminador ultra-violeta

(Sigma).
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4.4 Genotipificacion de cepas de C. trachomatis

La genotipificacion de las cepas de C. trachomatis se realizd mediante el estudio del
Polimorfismo de la longitud de los fragmentos de restriccion (RFLP).

Para esta técnica fueron necesarios 6,5 pl de cada producto positivo de PCR dirigida al
gen ompA; a ellos se les adiciond 10,5 pl de agua estéril y 2,5 U de la enzima de restriccidon Alul
(Promega Corporation, Madison, USA). Posteriormente, se incubaron en bafno seco (AccuBlock
™ Digital Dry Bath. Labnet International Inc.) a 40°C por el lapso de una hora.

Los productos de la digestion fueron revelados en un gel al 7% de poliacrilamida,
revelado con tincién de plata (96), y comparados con los patrones de referencia publicados por
Xiay col. (37) (figura 5).

A las muestras que resultaron genotipo D se las sometio, ademas, a digestion con 2,5
Ul de la enzima de restriccién Cfol (Promega Corporation, Madison, USA) con 10,5 ul de agua
estéril y 6,5 pl del producto positivo de PCR. Lo mismo se realizé con las muestras que
resultaron genotipo G o C utilizando las enzimas de restriccion BstUl y Hinf, EcoR y Dde

(Promega Corporation, Madison, USA) respectivamente (Figura 6).

M A B BaC D EF GH I J KLIL2L3M

500

100

Figura 5: Patrones de referencia de los diferentes genotipos de C. trachomatis. (37). Se observa como M
la corrida del control de peso molecular de 100 pb. Luego se observan los patrones de digestion
producidos con la enzima de restriccion Alul en el producto de amplificacion de 1087 pb del gen ompA.
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Figura 6: Representacidn esquemadtica de la estrategia utilizada para la genotipificacion de C.
trachomatis mediante PCR y RFLP de la regién amplificada ompA (37). Se puede advertir que el genotipo
D debe ser sometido a digestion con la enzima de restriccion Cfol para determinar genovariantes D- y
Da. Lo mismo sucede con el complejo C, que debe ser digerido con la enzima Hinf para determinar
genotipos Cy J y con EcoR + Dde para lograr diferenciar genotipos H, |, y L3 que, como se observa en la
figura 5 no tienen grandes diferencias cuando son digeridas solo con Alul.

4.5 Determinacion de la carga bacteriana mediante PCR en tiempo real dirigidas al gen

que codifica para pldsmido criptico y para un fragmento del gen ompA

Para la implementacidon de estos ensayos, previamente se cuantificé la cepa de C.
trachomatis L2 434BU que fue utilizada como control positivo de reaccién, mediante titulaciéon
del stock en células LLCMK2 por el método de unidades formadoras de inclusidon (UFI) bajo
medio liquido. La concentracion de ADN bacteriana fue expresada como numero de UFI por
mililitro (UFI/ml) (93).

Para la realizacidn de la curva de calibracién para estandarizar el ensayo, se realizé la
extraccién de ADN a las mismas alicuotas del stock anteriormente descripto.

Estos ensayos amplificaron por un lado, un fragmento del gen que codifica el Pldsmido
criptico de C. trachomatis y por otro, un fragmento del gen ompA. Ambas PCR, se realizaron a
partir de 10,5 pl de ADN, en un volumen final de 25 pl, en presencia de 1,5 pl de iniciadores y
sondas (tabla N2 3) con el agregado de 12,5 ul de Platinum Quantitative PCR SuperMixUDG
(Invitrogen, Life Technologies, Carlsbad, CA) y 0,5 ul de ROX Reference Dye (Invitrogen, Life
Technologies, Carlsbad, CA) en dilucién 1/10; usando un termociclador ABI Prism7500 (Applied
Biosystems). El limite de deteccion (Ct) fue previamente fijado en 0,2 y mantenido en todos los

ensayos (97).
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La eficiencia de reaccién se calculé utilizando la formula, E: 10(-1/m)-1, siendo E, la
eficiencia de la corrida y m, la pendiente de la curva de calibracion. La eficiencia aceptada se
fijé entre 90-110 %.

Para la conversidon de las copias de genomas de C. trachomatis en UFI se utilizé la
relacion formulada por Everett y col (9).

Cada muestra fue realizada por duplicado y en todos los ensayos se utilizé curva de

calibracién.

Cebadores y sondas utilizadas en las gPCR dirigidas a los genes que codifican MOMP y

Plasmido criptico

Iniciadores y sondas Secuencia (5°- 3") Fluoréforoy
“quenchers”

CT-Plasmido-F (S) AAC CAA GGT CGAT GTG ATA G

CT-Plasmido-R (A) TCA GAT AATTGG CGATTCTT FAM/NFQ

CT-Plasmido-Sonda CGA ACT CAT CGG CG-MGB

CT-MOMP-F (S) GACTTITGTTTITCGACCGTGTT

CT-MOMP-R (A) ACA RAATAC ATC AAA RCG ATC CCA VIC/NFQ

CT-MOMP-Sonda ATG TTT ACV AAY GCY GCT T-MGB

Cédigo de oligonucledtido, la letra entre paréntesis indica la polaridad (S, “sense”; A “antisense”).

Tabla 3: Secuencia nucleotidica de Iniciadores y sondas utilizadas como método de referencia para la
Validacién de las PCR convencionales para muestras de orina, HF e HFSV y para la cuantificacién de
carga bacteriana.

4.6 Secuenciamiento nucleotidico y andlisis filogenético

Los productos de la PCR convencional dirigida al gen ompA, fueron extraidos del gel y
purificados a partir de la banda, utilizando el equipo comercial QlAquick Gel Extraction Kit
(Qiagen, Hilden, Germany) de acuerdo a las especificaciones del fabricante.

Posteriormente el ADN (4ul) purificado fue sometido a una nueva corrida
electroforética conjuntamente con un marcador de peso molecular-Low DNA MASS™ ladder
(Life-Technologies, USA) que permite establecer la cantidad aproximada de ADN (ng/ul)
presente en la muestra pre-secuenciacion.

El ADN purificado fue sometido a la reaccién de secuenciacién en ambas direcciones
utilizando los iniciadores de la respectiva PCR (Macrogen, Inc. Sedul, Corea).

Una vez obtenidas las secuencias de los fragmentos amplificados, las mismas fueron

editadas utilizando el programa ClustalX (Conway Institute UCD Dublin, Dublin, Irlanda).
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Posteriormente las secuencias consenso obtenidas se compararon mediante BLASTn 2.2.19
Basic Local Alignment Search Tool (98) contra el conjunto completo de fragmentos gendmicos
de C. trachomatis obtenidos del banco de datos GenBank, mediante un corte E-value de 5.

Mediante el programa MEGA versidon 7 (99) se realiz6 el alineamiento de todas las
secuencias disponibles en el banco de datos GenBank. El modelo de sustitucidn nucleotidica
fue seleccionado acorde al Criterio de Akaike utilizando el programa ModelTest 3.7 (100) y se
procedid a su andlisis mediante la implementacién del programa PhyML 3.0 (101).

A fin de obtener un dendograma consenso con soporte estadistico se procedié a
realizar un “bootstrap” o generacidon de pseudoréplicas de la matriz original de ADN (2000
veces).

La edicién final de los dendogramas obtenidos se realizd utilizando el programa

Dendroscope (102).

4.7 Andlisis estadistico

Inicialmente se realizd un analisis 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 estdndar; mientras que las no normales en
medianas y rangos.

Posteriormente, para estudiar la asociacion entre algunas variables se realizd en primera
medida un analisis de tablas de contingencia mediante el Test de chi cuadrado o Test de Fisher
segln corresponda.

Finalmente, y a los fines de estimar la relacién entre la carga bacteriana y variables de
interés, se construyeron modelos de regresion logistica lineal, los cuales incluyeron la carga
bacteriana como variable respuesta y toda la informacion de las variables de interés (Edad,
Nivel Socioecondmico [NSE], Carga bacteriana) como covariables. Se estimaron los Odds Ratio
y sus respectivos Intervalos de confianza del 95%.

Todos los andlisis fueron realizados utilizando el software Stata, versién 12.1 (103).
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5.0 Resultados

5.1 Validacion de las técnicas de biologia molecular

Se obtuvo un stock bacteriano de la cepa de C. trachomatis L2 434Bu con una carga de
1.35 x10° UFI/ml, con el que se trabajé para determinar el limite de deteccién de cada una de
las PCR. Para esto se utilizaron como controles positivos diluciones seriadas 1:10 del stock
contaminando cada uno de los controles positivos usados para la validacion.

El limite de deteccién de las PCR dirigidas a los genes que codifican el plasmido criptico

y la MOMP resulté ser de 10 copias (1 UFI). (Tabla 4)

Limite de Deteccion de C. trachomatis en las PCR dirigidas a los genes que codifican

MOMP y Plasmido criptico

Concentracién bacteriana MOMP PLASMIDO CRIiPTICO
(UFI/ml) Positivos/nro. de réplicas (%) Positivos/nro. de réplicas (%)
1.35x10° 5/5 (100) 5/5 (100)
1.35x10° 5/5 (100) 5/5 (100)
1.35x10* 5/5 (100) 5/5 (100)
1.35x10° 5/5 (100) 5/5 (100)
1.35x10° 5/5 (100) 5/5 (100)
1.35x10" 4/5 (80) 5/5 (100)

1.35 0/5 (0) 0/5 (0)

Tabla 4: Estimacién del limite de deteccion por PCR del gen ompA y Plasmido criptico de C. trachomatis
utilizando diluciones seriadas 1:10 del stock bacteriano de la cepa L2 434Bu. Los rangos de éxito de
amplificacién sugieren que el limite de detecciéon de ambas PCR es mayor a 10 copias de cada gen
determinado.

5.1.1 Validacion de las PCR dirigidas a los genes que codifican el pldsmido

criptico y MOMP de C. trachomatis en muestras de orina (Tabla 5).

5.1.1.1 Exactitud
Se obtuvo una exactitud del 100% en las dos PCR estudiadas.
5.1.1.2 Sensibilidad
Se obtuvo una sensibilidad del 100% en la PCR de plasmido criptico y de 95,2% en la

PCR dirigida al gen ompA.
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5.1.1.3 Especificidad

Se obtuvo una especificidad del 100% en la PCR de plasmido criptico y del 90,9% en la

de MOMP.

5.1.1.4 Precision intra ensayo

Se obtuvo una precisién intra ensayo del 100% en ambas PCR estudiadas.

Se obtuvo una precision inter ensayo del 100% en ambas PCR estudiadas.

5.1.1.5 Precision inter ensayo

Validacion de PCR dirigida al gen ompA y al Plasmido criptico en muestras de orina

Muestra de Orina Tipo de Exactitud Sensibilidad Especificidad Precision Precision
con concent. PCR Positivos/nro. Positivos/nro. Negativos/nro. intra ensayo  inter ensayo
(UFI/ml) deréplicas (%)  deréplicas (%)  de réplicas (%) Positivos/nro. Positivos/nro.
de réplicas (%) de réplicas (%)
C. trachomatis Plasmido 3/3 (100) 5/5 (100) 3/3 (100) 3/3 (100)
1x10° MOMP 3/3 (100) 5/5 (100) 3/3 (100) 3/3 (100)
C. trachomatis Plasmido 5/5 (100)
1x10 MOMP 4/5 (80)
C. trachomatis Plasmido 10/10 (100) 3/3 (100) 3/3 (100)
1x10* MOMP 10/10 (100) 3/3 (100) 3/3 (100)
Neisseria spp. Plasmido 3/3 (100)
MOMP 3/3 (100)
Haemophilus spp.  Plasmido 3/3 (100)
MOMP 2/3 (66,7)
E. coli Plasmido 3/3 (100)
MOMP 2/3 (66,7)
Streptococcus Plasmido 3/3 (100)
spp. MOMP 3/3 (100)
Staphylococcus Plasmido 3/3 (100)
spp. MOMP 3/3 (100)
Negativo Plasmido 0/3 (0) 5/5 (100)
MOMP 0/3 (0) 5/5 (100)
Total Plasmido 100% 100% 100% 100% 100%
MOMP 100% 95,2% 90,9% 100% 100%

Tabla 5: Se muestran las réplicas y resultados de las determinaciones realizadas para determinar las

variables necesarias para la validacion de ambas PCR en muestras de orina.
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5.1.2 Validacion de las PCR dirigidas a los genes que codifican el pldsmido

criptico y MOMP de C. trachomatis en muestras de Hisopado faringeo

(Tabla 6).

5.1.2.1 Exactitud

Se obtuvo una exactitud del 100% en ambas PCR estudiadas

5.1.2.2 Sensibilidad
Se obtuvo una sensibilidad del 100% en la PCR de plasmido criptico y del 95,2% en la

del gen ompA.

5.1.2.3 Especificidad

Se obtuvo una especificidad del 95,2% en la PCR de plasmido criptico y del 100% en la

PCR del gen ompA.

5.1.2.4 Precision Intra ensayo

Se obtuvo una precisién intra ensayo del 100% en ambas PCR estudiadas.

5.1.2.5 Precision Inter ensayo

Se obtuvo una precision inter ensayo del 100% en ambas PCR estudiadas.
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Validacién de PCR dirigida al gen ompA y al Plasmido criptico en muestras de HF

Muestra de HF Tipo de Exactitud Sensibilidad Especificidad Precision Precision
con concent. PCR Positivos/nro. Positivos/nro. Negativos/nro. intra ensayo inter ensayo
(UFI/ml) deréplicas (%)  deréplicas (%)  de réplicas (%) Positivos/nro.  Positivos/nro.
de réplicas (%) de réplicas (%)
C. trachomatis Plasmido 3/3 (100) 5/5 (100) 3/3 (100) 3/3 (100)
1x10° MOMP 3/3 (100) 5/5 (100) 3/3 (100) 3/3 (100)
C. trachomatis Plasmido 5/5 (100)
1x10° MOMP 5/5 (100)
C. trachomatis Plasmido 10/10 (100) 3/3 (100) 3/3 (100)
1x10*" MOMP 09/10 (90) 3/3 (100) 3/3 (100)
Neisseria spp. Plasmido 3/3 (100)
MOMP 3/3 (100)
Haemophilus spp.  Plasmido 2/3 (66,7)
MOMP 3/3 (100)
E. coli Plasmido 3/3 (100)
MOMP 3/3 (100)
Streptococcus Plasmido 3/3 (100)
spp. MOMP 3/3 (100)
Staphylococcus Plasmido 3/3 (100)
spp. MOMP 3/3 (100)
Negativo Plasmido 0/3 (0) 5/5 (100)
MOMP 0/3 (0) 5/5 (100)
Total Plasmido 100% 100% 95,2% 100% 100%
MOMP 100% 95,2% 100% 100% 100%

Tabla 6: Se muestran las réplicas y resultados de las determinaciones realizadas para determinar las

variables necesarias para la validaciéon de ambas PCR en muestras de HF.

5.1.3

criptico y MOMP de C. trachomatis en muestras de HFSV.

Validacion de las PCR dirigidas a los genes que codifican el pldsmido

En este tipo de muestras, todas las variables estudiadas resultaron ser del 100% tanto

en la PCR dirigida al gen que codifica el plasmido criptico como al gen ompA. Todos los

resultados de la validacidon se encuentran disponibles en la tabla 7.
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Validacion de PCR dirigida al gen ompA y al Plasmido criptico en muestras de HFSV

Muestra de HFSV Tipo de Exactitud Sensibilidad Especificidad Precision Precision
con concent. PCR Positivos/nro. Positivos/nro. Negativos/nro. intra ensayo inter ensayo
(UFI/ml) de réplicas (%)  deréplicas (%)  de réplicas (%) Positivos/nro.  Positivos/nro.
de réplicas (%) de réplicas (%)
C. trachomatis Plasmido 3/3 (100) 5/5 (100) 3/3 (100) 3/3 (100)
1x10° MOMP 3/3 (100) 5/5 (100) 3/3 (100) 3/3 (100)
C. trachomatis Plasmido 5/5 (100)
1x10? MOMP 5/5 (100)
C. trachomatis Plasmido 10/10 (100) 3/3 (100) 3/3 (100)
1x10" MOMP 10/10 (100) 3/3 (100) 3/3 (100)
Neisseria spp. Pldsmido 3/3 (100)
MOMP 3/3 (100)
Haemophilus spp.  Plasmido 3/3 (100)
MOMP 3/3 (100)
E. coli Plasmido 3/3 (100)
MOMP 3/3 (100)
Streptococcus Plasmido 3/3 (100)
spp. MOMP 3/3 (100)
Staphylococcus Plasmido 3/3 (100)
spp. MOMP 3/3 (100)
Negativo Plasmido 0/3 (0) 5/5 (100)
MOMP 0/3 (0) 5/5 (100)
Total Plasmido 100% 100% 100% 100% 100%
MOMP 100% 100% 100% 100% 100%

Tabla 7: Se muestran las réplicas y resultados de las PCR realizadas para determinar las variables
necesarias para la validacién de ambas PCR en muestras de HFSV.

5.2 Determinacion de la presencia de C. trachomatis en nifios con sospecha de abuso

sexual.

Se estudiaron un total de 65 pacientes con sospecha de abuso sexual. De ellos, el 78%
(n=51) (IC: 66,5%-87,7%) de los pacientes pertenecian al sexo femenino y el 22% (n=14) (IC:
12,3%-33,5%) restante al sexo masculino. En relacion a las edades de los nifios, el 44,6% (n=29)
(IC: 32,2%-57,5%) tenian edades comprendidas entre 3 y 7 afios, mientras que el 55,4% (IC:
42,5%-67,3%) pertenecian al rango etario de 8-13 afos (n=36) con una media de edad de 8

afios + 2. (Figura 6).
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Figura 6: En el grafico se muestra la distribucion de los pacientes estudiados de acuerdo al géneroy a la
edad de los mismos. En color rosa se observan las nifias en el rango etario de 3-7 y 8-13 afios. En gris se
observa la distribucion de pacientes masculinos de acuerdo al rango etario que tenian al momento de la
toma de las muestras de orina e HF.

Es importante recalcar que de los 65 pacientes estudiados, el 86% de ellos (n=56)
derivaron ambas muestras solicitadas (orina e HF); el 7,7% derivaron solo HF (n=5), y el 6,3%

restante (n=4), solo orina. En total se obtuvieron 121 muestras, 60 orinas y 61 HF. (Figura 7)

orina e HF

M orina

mHF
86%

Figura 7: Se muestra graficamente la distribucion del muestreo realizado para el estudio. En violeta esta
representado la proporcién de pacientes que solo derivaron HF. En verde se puede observar la cantidad
de pacientes que derivaron sélo orina y en beige es posible contemplar la proporcién de pacientes que
derivaron ambas muestras para realizar la determinacion de C. trachomatis.

Se obtuvo una prevalencia de infeccién por C. trachomatis en nifios con sospecha de
abuso sexual del 20% (n=13) (IC: 11,1%-31,8%); considerando que en alguna o todas sus

muestras se detectd la presencia del gen ompA y/o plasmido criptico. De los pacientes con
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infeccidn, el 92,3% (n=12) resultaron ser de sexo femenino y el 7,7% (n=1) restante fue de sexo
masculino (92,3% vs 7,7% p= 0,3). En relacion a la edad de los nifios, el 38,5% (n=5) tenian
edades comprendidas entre 3 y 7 afios, mientras que el 61,5% (n=8) restante, estaba en un

rango etario de 8 a 13 afios de edad (38,5% vs 61,5% p=0,8) (Figura 8), con una edad media de

8,7 + 2,8 afios.

.G)

©

)

c

[J]

e Varones
o

o .

Nifas

8-13 afios

rango etario

Figura 8: En este grafico se puede vislumbrar claramente la proporcion de pacientes infectados con C.
trachomatis de acuerdo al género y la edad de cada uno de ellos. En color rosa se pueden ver las nifas
que resultaron positivas divididas en los rangos etarios 3-7 y 8-13 afos; y en gris se puede percibir que
solo hubo un nifio que resulto infectado con esta bacteria y que pertenecia, al momento de la toma de
la muestra al rango etario de 8-13 afios de edad.

En relacidn a las muestras que resultaron positivas, es interesante destacar que 3 de
los pacientes estudiados, resultaron tener ambas muestras positivas; por lo que el total de
muestras positivas en el estudio fue de 16 (13,2%) (IC: 7,7%-20,5%).

Se realizd la distribucion de resultados positivos de acuerdo al tipo de muestra, y se
observd que el 62,5% (n=10) de las mismas fueron HF y el 37,5% (n=6) fueron muestras de
orina (62,5% vs 37,5%. p=0,4). Del total de HF positivos, el 40% (n=4) eran de nifias entre 3-7
afios de edad, y el 60% restante (n=6), pertenecieron a 5 nifias y 1 varén de entre 8-13 afios.

Las muestras de orinas pertenecieron a 2 nifias de 3-7 afios (33,3%) y a 4 nifias de
entre 8y 13 afios (66,6%). (Figura 9).

Es importante recalcar que de una de las muestras de HF positivas, que pertenecia a
una nifia del rango etario de 8 a 13 afos, no se logré obtener la muestra de orina. Lo mismo
ocurrié con una muestra positiva de orina de otra nifia de 8 a 13 afos de edad, que no se logré

obtener el HF.
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Los tres pacientes en donde se detectd C. trachomatis tanto en orina como en HF eran
de sexo femenino; 1 de ellas pertenecian al rango etario de 3-7 afos y las dos restantes al

rango 8-13 afos.

6,2% (n=1)
varones 8-13 afios 0
31,3% (n=5)

nifias 8-13 afios 25% (n=4)
0
varones 3-7 afos 0

25% (n=4)

nifias 3-7 afios 12,5% (n=2)
0 5 10 15 20 25 30 35
porcentaje
B HF ®orina

Figura 9: Se muestra graficamente la distribucion (%) de muestras positivas de acuerdo al tipo de
muestra, género y edad del paciente. En violeta se puede observar la distribucion de HF de acuerdo al
género y edad de los pacientes y en verde el mismo analisis para muestras de orina.

5.3 Andlisis de los genotipos presentes en las muestras estudiadas

De las 16 muestras que resultaron positivas para C. trachomatis a través de la PCR
dirigida al plasmido criptico, solo se pudo amplificar la regién ompA en 5 de ellas (31,3%), por
lo que solo de esas muestras se logré hacer la genotipificacion.

Se identificé el genotipo D a partir de un HF de una nifia de 3-7 afios, de un HF de un
niflo perteneciente al rango etario de 8-13 afios, y de una orina de una nifia del mismo rango

etario. Se detectd ademas el genotipo L2 de ambas muestras de una paciente de 8-13 afios.
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5.4 Determinacion de la prevalencia de genotipos de C. trachomatis en muestras de

HFSV de embarazadas

5.4.1 Determinacion de C. trachomatis

Se estudiaron un total de 509 muestras de HFSV de embarazadas en las semanas 35-37
de gestacidn. Las voluntarias tenian edades comprendidas entre 14 y 43 afios, con una media
de edad de 26 + 6. Las edades fueron divididas en 7 rangos para su analisis; las mismas pueden
verse en la tabla 8.

Distribucion etaria del muestreo

Rango Etario Frecuencia Porcentaje IC

(afios) (n) (%)

<16 8 1,6 0,7-3,2
16-20 106 20,8 17,4 - 24,7
21-25 144 28,3 24,5-32,5
26-30 108 21,2 17,8 -25
31-35 97 19 15,8-22,8
36-40 40 7,9 5,7-10,6

>40 6 1,2 0,5-2,7
Total 509 100

Tabla 8: Se muestran las frecuencias y porcentajes de los rangos etarios de todas las embarazadas
ingresadas en el estudio.

En relacidn al nivel socioecondmico (NSE), el mismo se determind de acuerdo a si la
paciente recibia asignaciones por parte del Estado y si concurrieron a una institucion publica o
privada a realizarse la portacién de Streptoccocos agalactiae. Del total de pacientes incluidas
en este estudio, el 57,8% (n=294) (IC: 53,3%-62%) de las mismas, percibia, al momento de la
toma de muestra, la asignacidn universal por hijo y era asistida en una institucién publica. Al
42,2% restante (n=215) se las considerd de un NSE mas favorable (IC: 37,9%-46,7%) ya que no
aplicaron para la asignacién universal y eran atendidas en instituciones privadas donde debian

abonar todas las précticas que se les realizaba. (Figura 10)
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NSE Bueno
NSE 42%

desfavorable
58%

Figura 10: En el grafico se muestra en verde la proporcion de pacientes con un NSE desfavorable que se
incluyeron en este estudio y en azul se puede apreciar la proporcién de pacientes con NSE mas
beneficioso.

Se obtuvo una prevalencia de infeccién por C. trachomatis del 6,9% (n=35) (IC: 4,9%-

9,5%). (Figura 11)

M Positivo

H Negativo

Figura 11: Se muestra en violeta el porcentaje de embarazadas infectadas por C. trachomatis y en verde
el porcentaje de pacientes que no estaba infectada al momento de la toma de muestra.

Con respecto a la edad de las pacientes embarazadas, se observd que existe una
relacion estadisticamente significativa entre las pacientes menores de 26 afios y la infeccidon
por C. trachomatis ya que el 86% (n=30) de ellas estaban en un rango etario de 14 a 25 afios
(p=0,00003). Se realizé esta division etaria ya que de esta manera es posible discutir nuestros

resultados con los datos bibliograficos disponibles (65).
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Ademas, se encontrd una relacidn entre el NSE y la infeccidn por este microorganismo,

ya que el 91,4% (n=32) de las pacientes que resultaron positivas para la infeccion pertenecian

a un desfavorable NSE (91,4 vs 8,6 p=0,00006). (Figura 12)

NSE desfavorable
91,4%

<25 afios
80%

> de 25 afios
20%

porcentaje

Buen NSE
8,6%

NSE Edad

Figura 12: Se muestra graficamente el porcentaje de las pacientes positivas en funcidn de la Edad y NSE.

En verde se puede observar las variables menores de 25 afios y desfavorable NSE y en azul se aprecian

las variables mayores de 25 afios y mejor NSE.

5.4.2 Determinacion de los genotipos presentes en las muestras de

embarazadas

Se lograron genotipificar 34 de las 35 muestras que resultaron positivas para C.

trachomatis. La muestra restante no se logré genotipificar ya que era la muestra que tenia

menor carga bacteriana, por lo que solo se obtuvo el resultado positivo utilizando la PCR

dirigida al gen que codifica el plasmido criptico.

Los genotipos encontrados fueron 7 de los 21 que tiene C. trachomatis. En la figura 13

se muestran los genotipos encontrados.
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Figura 13: Se muestra la proporcidn de genotipos encontrados en las muestras HFSV de las embarazadas
que participaron del estudio. Es posible detectar claramente que la mayor proporcion de muestras
tenian los genotipos E (rosa), F (verde) y D (beige). El 20% restante de los genotipos se dividié en 4
genotipos a saber: L2 (celeste), G (lila), lay B (azul y violeta respectivamente).

Como se puede observar, el genotipo E fue el mds prevalente en las mujeres
embarazadas, seguido del genotipo F y D. En la tabla 9 se muestra la distribucion de genotipos

de acuerdo al rango etario de las pacientes.

Distribucién de genotipos de acuerdo al rango etario

Edad Positivos (35/509)/Genotipos (34/35) Sin genotipo Total
B D E F G la L2

<16 1 1 2(5,7%)
16-20 1 6 2 1 10 (28,6%)
21-25 3 6 5 1 3 18 (51,4%)
26-30 2 1 3(8,5%)
31-35 1 1(2,9%)
36-40 1 1(2,9%)
>40
Total 1 5 14 8 2 1 3 1 35

(2,9%) (14,2%) (40%) (22,9%) (5,7%) (2,9%) (8,5%) (2,9%) (100%)

Tabla 9: Se muestran los genotipos encontrados en las muestras de embarazadas de acuerdo a la edad
de las mismas. En rosa se resaltan el genotipo E y en celeste el rango etario 21-25 que son los mas

prevalentes.
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5.5 Determinacion de la carga bacteriana de las cepas detectadas

5.5.1 Determinacion de la carga bacteriana en muestras de orina e HF de

nifos

No fue posible realizar la determinacidon de carga bacteriana en las muestras de los
nifios por los siguientes motivos:

e Como se mencioné anteriormente, hubo 11 muestras que fueron solo
plasmido positivo; y al no poder amplificar el gen ompA, no fue posible
determinar la carga bacteriana por PCR en tiempo real, ya que la misma estaba
dirigida a esa regién de la bacteria. De todas formas, sabiendo que existen 10
copias de plasmido por cada copia de MOMP, podemos inferir que estas
muestras tenian una escasa carga bacteriana.

e las cinco muestras en las que se amplificé el gen ompA por PCR convencional,
no amplificaron en la PCR en tiempo real, por lo que no se logré tener la carga

bacteriana de esas muestras.

5.5.2 Determinacion de la carga bacteriana en muestras de HFSV de

embarazadas

Se determind la carga bacteriana de 34 de las 35 muestras que resultaron positivas.
Debido a que las muestras presentaron un rango muy amplio de carga bacteriana, se decidio
transformar la carga bacteriana a log,, para su analisis, ya que de esta manera, se obtuvo una
distribucién mas simétrica.

Se encontraron cargas bacterianas de log,, 1,4 a 5,5 copias/ml con una mediana de
log2,9 copias/ml.

Para estimar la relacién entre la carga bacteriana con la edad, el NSE y los genotipos
detectados, se construyeron modelos de regresion logistica multiple. Para medir la intensidad
de asociacidn entre las variables de exposicion (Edad, NSE, Genotipos) con la carga bacteriana,
se utilizé el Odds Radio (OR).

El andlisis de las variables anteriormente mencionadas en funcién de la carga
bacteriana detectada, mostré que las pacientes que tienen genotipos D, E o F, tienen 5,4 (IC
95% 0,87; 33,3) veces mas chance de tener altas cargas bacterianas, que las pacientes en las

gue se detectaron otros genotipos. (Tabla 10)
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Estimaciones de OR de la carga bacteriana con los distintos factores de riesgo

Variables OR IC 95% para OR Valor-p
Inferior Superior
Edad (<25 afios) 0,6 0,07 5,22 0,6
NSE (bajo) 2,5 0,17 38,25 0,4
Genotipos (D, E, F) 5,4 0,87 33,3 0,06

Tabla 10: Estimacidn de los valores de Odds Ratio, sus intervalos de confianza y valor-p con variable
dependiente caracterizada como carga bacteriana mayor o menor a la mediana y covariables, obtenidos
del modelo de regresion logistica multiple.

5.6 Andlisis Filogenético de las secuencias detectadas

5.6.1 Andlisis filogenético de las secuencias de C. trachomatis de nifios

FRANCIA-D (X62919)
ISLANDIA-D (AF414952)
BRASIL-D (DQ442577)
DINAMARCA-D (AM901213)
JAPON-D (AB915583)
USA-D (CP00677)

INDIA-D (KP015522)
@®x93-D

@®x16-D

@ Xx130-D

ARGENTINA-D (KC120819)
CHILE-D (FJ156353)
ESPANA-D (JF§12072)

Figura 14: Dendograma obtenido de
un fragmento de 1087 pb del gen
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Se analizaron filogenéticamente las 5 muestras que amplificaron para el gen ompA. En
la figura 14 se muestra el arbol filogenético realizado en donde se comparan las muestras de
nifios amplificadas con cepas obtenidas en el banco de genes.

Los resultados obtenidos a partir del dendograma muestran que las secuencias locales
agruparon estrechamente entre si y asociaron a las secuencias patrones homdélogas de C.
trachomatis y con las detectadas en otras regiones del mundo. Cabe destacar que en Genbank

no hay publicadas secuencias de C. trachomatis de nifios con sospecha de abuso sexual, por lo
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qgue en el arbol filogenético se pueden observar secuencias detectadas en muestras genitales
de adultos.

Las secuencias X16-D, X93-D y X130-D agruparon mas estrechamente con secuencias
originarias de América, paises europeos y asiaticos, publicadas en Genbank, pero es
interesante observar que existen algunas diferencias con las secuencias de Australia, Espaia y
una detectada en el pais.

En la secuencia X16-D se encontraron varios cambios nucleotidicos que resultaron en
cambios aminoacidicos. Los mismos son:

v posicién 304 (A por C)
v posicién 335y 350 (A por G)
Ademds se encontraron cambios que no representaron cambios nucleotidicos en las
siguientes posiciones:
v" posicién 342 (A por G)
v" posicidn 389 (T por A)

5.6.2 Andlisis filogenético de las secuencias de C. trachomatis de

embarazadas

Se analizaron filogenéticamente 32 de las 35 muestras positivas. Las 3 muestras
restantes no fueron aptas para la secuenciacién y el posterior andlisis filogenético.

El analisis de estas cepas nos muestra que todas las secuencias agrupan estrechamente
con las homoélogas detectadas en este estudio y con las detectadas en otras partes del mundo
(Figura 16). A pesar de esto, existen algunas pequefias diferencias que se detallan a
continuacion:

v La secuencia Co294-E tiene dos cambios nucleotidicos que resultan en cambios
aminoacidicos; en la posicion 80 (G por T) y en la posicién 110 (C por T).

v La secuencia Col140-E tiene un cambio nucleotidico en la posicién 155 (G por
A) que no tiene como consecuencia un cambio aminoacidico.

v’ La secuencia Co159-B tiene 7 cambios nucleotidicos de los cuales 4 resultan en
cambios aminoacidicos. Se encontraron cambios C por T en las posiciones 62 y
179; A por G en las posiciones 87, 117 y 182; T por G en la posicién 128 y A por
T en la 161. Los cambios aminoacidicos se dan en las posiciones 62, 117, 128 y
182. Todos estos cambios producen que esta secuencia esté mas
estrechamente relacionada a la detectada en una muestra genital de Australia

(AY464143).
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v La secuencia Co243-la tiene un cambio nucleotidico en la posicién 459 (A por
G). Este cambio no se correlaciona con un cambio aminoacidico, pero es la
causa de que nuestra secuencia agrupe mejor con la secuencia Portugal-la

(DQ116398) (Figura 17).

En este darbol filogenético se puede observar, al igual que en el anterior, que nuestras
secuencias de genotipo D, no agrupan tan estrechamente con la detectada en Buenos Aires a
partir de muestras genitales, ya que esta Ultima secuencia tiene 11 cambios nucleotidicos con

respecto a las estudiadas en nuestra provincia.
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Figura 17: Dendograma obtenido de un fragmento de 593 pb del gen ompA de las secuencias de
genotipo la de C. trachomatis, construido por Maxima Verosimilitud. La cepa que pertenece a este
estudio se denomina Co243-la y esta sefialada en azul. Se puede observar que agrupa estrechamente

con la secuencia Portugal-la (DQ116398).
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Capitulo 4

Discusion
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6.0 Discusion

6.1 Validacion de técnicas de Biologia molecular

La primera parte de este estudio consistié en poner a punto y validar las técnicas de
biologia molecular que se usarian, posteriormente, para la determinacién de C. trachomatis en
las dos poblaciones vulnerables seleccionadas. Para esto, se utilizé el protocolo publicado por
Rabenau y col. que determina las variables a tener en cuenta para la validacién, a saber:
exactitud, especificidad, sensibilidad, precisién intra ensayo e inter ensayo para cada tipo de
muestra que se tomarian de los pacientes (94).

En nuestro estudio obtuvimos un 100% de exactitud en ambas PCR tanto en muestras
de orina, HF e HFSV. Este resultado concuerda con el publicado por Gimenes y col, que obtuvo
la misma exactitud en la validaciéon de su PCR pero en muestras de semen (104). Ademas,
Currie y col. encontraron ese resultado con respecto a la exactitud en muestras de orina e
HFSV (105).

La sensibilidad de la PCR dirigida al gen ompA en muestras de orina fue del 95,2%, al
igual que la PCR dirigida al gen ompA en muestras de HF. El resto de las PCR tuvieron una
sensibilidad del 100% en éstas muestras. Por su parte, Currie y col. obtuvieron un 100% de
sensibilidad tanto en orina como en HFSV (105). Morré y col, publicaron una sensibilidad del
96,1% en grupos de muestras de orina; obteniendo resultado muy similar al nuestro (106).

En relacién a la especificidad, nuestra validacion arrojé un 90,9% para la PCR dirigida al
gen que codifica la MOMP en muestras de orina y un 95,2% en la PCR de Plasmido criptico en
HF. El resto de las PCR tuvieron una especificidad del 100% para los 3 tipos de muestras. Tanto
Currie y col como Morré y col, obtuvieron un 100% de especificidad en orina y en HFSV (105-
106).

Cabe destacar que la especificidad de la PCR para MOMP en las muestras de orina
puede deberse, justamente, a que esa muestra puede contener numerosas bacterias Gram
negativas. Las mismas tienen una pared similar a C. trachomatis y podria ser ésta la causa de
los dos resultados positivos encontrados cuando la muestra se encontraba contaminada con E.
coli y Haemophilus spp..De todas formas, es importante destacar que los resultados de la
validacién de esta PCR nos demuestran que la misma tiene una alta performance y es

sumamente Util para el diagndstico de esta bacteria a nivel de orina.
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Este objetivo de la tesis tenia un propdsito importante en relacion a la poblacién
infantil: tener disponible una técnica diagndstica para muestras no invasivas; de esta manera,
es posible no exponer a los nifios a situaciones incomodas a la hora de la toma de muestras,
poder realizar el diagndstico de C. trachomatis y, en caso de ser necesario, dar el tratamiento
adecuado para evitar las complicaciones que pueden ocasionarse como consecuencia de esta
infeccion.

Si bien es cierto que la Academia Americana de Pediatria (AAP) determina que para
fines legales la Unica metodologia aprobada es el aislamiento por cultivo celular (46); sin
embargo, a los fines diagndsticos y de tratamiento médico, es muy util la utilizacion de
técnicas de biologia molecular, ya que tienen una sensibilidad mayor al cultivo y, por este
motivo, es posible detectar la bacteria aunque exista baja carga bacteriana.

Con respecto al estudio de la infeccidn por C. trachomatis en las embarazadas, se
validaron las PCR en muestras de HFSV. Esta muestra no representa ningln riesgo para la
mujer ni para su embarazo, ya que se obtiene en el mismo momento que la muestra para la
investigacion de la portacidn de Streptococcus agalactiae y de ser necesario, se esta a tiempo
de dar el tratamiento antibiético antes del parto, para evitar la transmisién y las posibles
complicaciones que C. trachomatis puede provocar en el recién nacido y en la puérpera.

Segln las recomendaciones del CDC en 2014, las técnicas de biologia molecular
demostraron ser mucho mas sensibles que el aislamiento por cultivo celular, siendo capaces
de detectar de un 20-50% mads infecciones por C. trachomatis que el método considerado
“gold estandar” (107). Es por este motivo que el CDC recomienda el uso de técnicas de
amplificacion de acidos nucleicos para el tamizaje y diagndstico de C. trachomatis en la
poblacién general. Es importante destacar que no aconseja el uso de estas técnicas en caso de
abuso sexual en nifios o diagndstico en muestras extra genitales; los estudios en este sentido
son alentadores pero insuficientes ya que el tamafio muestral de los mismos es pequefio,
ademads de mezclar varios sitios anatdmicos y niflos con adolescentes (80, 108). Los resultados
de este estudio son importantes ya que aportaran datos en referencia al uso de técnicas de
amplificacion de acidos nucleicos para el diagndstico de esta bacteria en muestras extra
genitales y en nifios con sospecha de abuso sexual.

Nuestro trabajo concuerda con los estudios de sensibilidad y especificidad de las
técnicas de amplificacién de dacidos nucleicos ya que fue posible determinar que las PCR
validadas dirigidas a los genes que codifican el plasmido criptico y la MOMP de C. trachomatis,
en muestras de orina, HF e HFSV son altamente sensibles y especificas (39).

En la actualidad, los estudios de sensibilidad y especificidad de técnicas de

amplificacidon de acidos nucleicos estdn enfocados en el diagnéstico por PCR en tiempo real
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(109-111), pero este tipo de metodologia no nos permite hacer analisis filogenéticos ya que
amplifican fragmentos muy pequefios del genoma de la bacteria y, por lo tanto, no es factible
realizar andlisis de mutaciones, etc. Ademas, la PCR en tiempo real es mas costosa que la PCR

convencional, por lo que no seria costo efectivo utilizarla en tamizaje de la poblacion general.

6.2 Determinacion de la presencia de C. trachomatis en nifios con sospecha de abuso

sexual.

La segunda parte de este estudio consisti6 en determinar la presencia de C.
trachomatis en nifios con sospecha de abuso sexual.

Para poder estudiar esta poblacidn, primero debemos dejar claramente determinado
el abuso sexual infantil. Segun la Organizacién mundial de la Salud (OMS) es: “la participacion
de un nifio en una actividad sexual que no comprende plenamente, a la que no es capaz de dar
un consentimiento, o para la que por su desarrollo no esta preparado y no puede expresar su
consentimiento, o bien que infringe las leyes o los preceptos sociales” (40).

La incidencia real del abuso sexual infantil es desconocida a nivel mundial. El National
Center on Child Abuse and Neglect (NCCAN) estima que la incidencia anual de abuso sexual en
Estados Unidos es entre 70.000 y 250.000 casos por afio (112); y es interesante destacar que
solo el 4% de los pacientes examinados por sospecha de abuso sexual, tiene alteraciones en el
examen fisico (45).

La presencia de una ITS en un nifio, siempre nos debe hacer sospechar un abuso. Se
cree que, aproximadamente, el 5% de los nifios abusados contrae alguna ITS como
consecuencia del mismo. Segun la AAP, la deteccién de Neisseria gonorrhoeae, Treponema
pallidum y C. trachomatis es considerado diagndstico de certeza de abuso sexual (46), siempre
y cuando se descarte la transmisién perinatal de este ultimo microorganismo en nifios
menores de 3 afios (46, 113). Por este motivo, los nifios menores de esa edad quedaron
excluidos de este estudio.

Revisando la bibliografia existente de prevalencia de C. trachomatis en nifios con
sospecha de abuso sexual, encontramos a Girardet y col. que refieren haber encontrado un
3,1% (15/485) de nifias infectadas con C. trachomatis en Estados Unidos (80). Por su parte,
Kelly y col, hallaron, en Nueva Zelanda, un 0,9% (20/2162) de infeccién por este
microorganismo (81). Ambos autores utilizaron el aislamiento por cultivo celular como método
diagnodstico. En nuestro estudio encontramos un 20% de los pacientes infectados con C

trachomatis.
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Esta diferencia de prevalencia entre nuestro estudio y los otros publicados puede
deberse a varios factores. Por un lado, la técnica utilizada, ya que nosotros utilizamos biologia
molecular, que, como ya se explico anteriormente, tiene mas sensibilidad que el aislamiento
por cultivo celular. Por otro lado, nuestro nimero muestral fue pequefio, lo que puede llevar a
sesgos en cuanto a la prevalencia de la infeccion.

Del total de nifios infectados por C. trachomatis en el trabajo de Kelly y col, el 90%
eran nifias (81). Girardet y col encontraron a esta bacteria solo en nifias (80). Nuestro trabajo
concuerda con estos hallazgos, ya que del total de nifios infectados, el 92% eran ninas y el 8%
restante, fueron varones. Hay autores que sugieren que la delgadez del epitelio vaginal de las
nifias y la posibilidad de abusos reiterados y sin uso anticonceptivos de barrera, son factores
gue contribuyen a que la infeccidn sea mas frecuente en esta poblacién (80).

Con respecto a la edad, en nuestro estudio la edad media de los nifos infectados fue
de 8,7 £ 2,8 afos. Kelly y col refieren que la edad media de los pacientes infectados es de 11 +
4 afios (80-81). Esta diferencia puede deberse a que en su estudio, la poblacién estudiada tenia
edades comprendidas entre 0 a 17 afios.

Hammerschlang y col confirman estos datos, ya que en su revisién consta que el abuso
sexual infantil se da, en su mayoria, en nifias y con un rango etario de 8 a 12 afios de edad
(45).

En nuestro trabajo, el 62,5% de las muestras positivas para C. trachomatis eran HF y el
37,5% restante se encontraron en muestras de orina. Si bien es cierto que el CDC no

Ill

recomienda el “screening” de C. trachomatis en sitios extragenitales en nifios con sospecha de
abuso sexual, hay estudios que recomiendan el uso de la biologia molecular en muestras como
la orina, ya que esta técnica ofrece una clara ventaja sobre el cultivo en cuanto a la sensibilidad
y el tipo de muestra (no invasiva) (114).

Los estudios existentes en HF, fueron realizados en adultos; determinando que un
numero significativo de infecciones, en mujeres jévenes, se pierden por realizar solo
diagndstico genital de la misma. En nifios con sospecha de abuso sexual, no estd recomendado
el diagndstico extragenital de C. trachomatis (107). Sin embargo, Kellogg vy col refieren que la
cavidad oral es un sitio frecuente de abuso sexual en nifios y, generalmente, las ITS se
presentan de manera asintomatica en este sitio (115). Es por este motivo, que consideramos
importante estudiar el HF en esta poblacidn para conocer la real situacion de la infeccion por
C. trachomatis en boca. Cabe destacar que, generalmente, son los estomatélogos los que

descubren lesiones compatibles con abuso y derivan a los nifios para ser evaluados por

posibles abusos sexuales.
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6.3 Andlisis de los genotipos de C. trachomatis presentes en nifios con sospecha de

abuso sexual.

La importancia de realizar este objetivo radica en conocer la circulacién de C
trachomatis en esta poblacion vulnerable. Son escasos los estudios que realizan
genotipificacion de C. trachomatis en nifios, pero segln la bibliografia consultada es de esperar
que en los nifios la circulacidn de genotipos sea semejante a los adultos. Verweij publica que
los genotipos D y E son los que prevalecen en las distintas poblaciones estudiadas alrededor
del mundo (82). Por su parte, Yu y col. encontraron genotipos E, F, Hy D en muestras de recién
nacidos (87). En Argentina, Gallo Vaulet y col un 72,4% de prevalencia de genotipo E en
neonatos con oftalmia (85). En nuestro trabajo estudiamos niflos con sospecha de abuso
sexual y fue posible genotipificar 5 de las 16 muestras positivas. Los genotipos identificados
fueron D y L2. Vale destacar que la edad de los nifios es mayor a la estudiada por el grupo de
Buenos Aires, y que la via de transmisidn de los recién nacidos es a través del canal del parto,
por lo que se puede inferir que los genotipos encontrados en esta poblacion, coincidirian con

los encontrados en el tracto genital de mujeres sexualmente activas.

Las muestras que pudimos genotipificar resultaron ser muy escasas como para poder
realizar alguna estimacidn estadistica y consideramos que seria de suma importancia continuar
con este estudio con el objetivo de determinar la real circulacion de genotipos de C.

trachomatis en esta poblacién tan vulnerable.

6.4 Determinacion de C. trachomatis en HFSV de embarazadas

En nuestro estudio detectamos una prevalencia de la infeccién por C. trachomatis en
embarazadas del 6,9%. En el mundo se han publicado prevalencias de 12,1% en Reino Unido
(70), 6,4% en Australia (116), 3,5% en Estados Unidos (71), 6,1% en Africa central y 6,9% en
Sudafrica (117). Es importante destacar que la prevalencia mas baja de infeccion se da,
justamente, en el pais que tiene programas de tamizaje de esta infeccion, tanto en la
poblacién general como en embarazadas (118). En América Latina, se han detectado

prevalencias de 5,9% en Chile (73), 10% en Peru (74) y 11% en Brasil (75).

Es interesante destacar que nuestra prevalencia esta dentro de las mas bajas de

Latinoamérica; y ademas, coincide con las detectadas en Sudafrica y Australia.
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En relacidn a la edad, podemos recalcar que, al igual que en la poblacién general, la
infeccidn en nuestra poblacién de estudio se da en menores de 25 afios (117), con una edad
media de pacientes infectadas con C. trachomatis es de 21,6 afios. De Borborema coincide con
esto, ya que el 72% de las pacientes que estaban infectadas con esta bacteria tenian menos de
25 afios (75). Por su parte, Chen estudio pacientes de 16 a 25 afios en Melbourne detectando
el 77% de las infecciones en pacientes menores de 20 afios (116). En Espaia, Pifieiro y col
encontraron que la prevalencia de C. trachomatis en embarazadas menores de 25 afios fue del
6,4% decreciendo, sustancialmente, a medida que aumenta la edad de las pacientes; 2% en
mujeres entre 25-29 afios y 0,5% en mayores de 30 afios (119). Vidwan, por su parte, encontrd
una edad media de las pacientes infectadas de 25,6 afios (72). Todo indica que ser menor de
25 afios es un factor de riesgo para la infeccidon por este microorganismo; tanto es asi que el
CDC y la Unidn Europea, recomiendan el tamizaje de C. trachomatis en embarazadas menores

de esa edad (107, 120).

En cuanto al NSE, Farinati y col, publicaron que, en jovenes asintomaticos de 18 a 25
anos, tener un bajo NSE es considerado un factor de riesgo para la infeccidn por C. trachomatis
(65). Crichton y col realizaron una revisidon bibliografica en donde encuentran una fuerte
evidencia de asociacion entre la infeccién por C. trachomatis y el nivel socioeconémico (121);
ademas, refieren que el riesgo se duplica si el nivel educativo es bajo. Por nuestra parte,
nuestros resultados son coincidentes con los presentados por Farinati y Crichton, ya que
encontramos que las embarazadas con bajos recursos econdmicos son mas propensas a

contraer esta infeccién (p=0,00006) (65, 121).

6.5 Determinacion de los genotipos de C. trachomatis presentes en embarazadas

Existen diversos estudios que determinan los genotipos de C. trachomatis en distintas
poblaciones. La mayoria de ellos, concuerdan en que el genotipo E es el prevalente,
independientemente de la poblacién estudiada. Ejemplo de esto observamos en el trabajo de
Gharsallah y col. que encontraron este genotipo en el 66,4% de los pacientes que asistieron a
un centro de ITS y trabajadoras sexuales tunecinas (122). En Espafia, Mejuto y col. reportaron
un 37,5% de prevalencia de genotipo E en hombres que tienen sexo con hombres (123),
seguido del genotipo G con un 25% y del D con un 12%. En Argentina, Gallo Vaulet y col
encontraron una clara prevalencia de genotipo E tanto en adultos como en neonatos, con

cifras de 46,3% y 72,4% respectivamente (85).
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Son escasos los trabajos que determinan los genotipos de C. trachomatis en
embarazadas. En nuestro trabajo encontramos que los genotipos mas prevalentes son E, F y D.
Estos resultados coinciden con los de Yu y col. que encontraron genotipos E, F, Hy D en
embarazadas y sus recién nacidos (87). Por su parte, Zhong y col hallaron en mujeres
parturientas los genotipos E, F y D (88). Ademas, en Tailandia, Bandea y col estudiaron
muestras de orina de mujeres embarazadas y encontraron los siguientes genotipos: F, D, H, K,

E, 1a,B,Jay G (124).

Es evidente que los genotipos D y E son los mas prevalentes alrededor del mundo,
pero aun resta definir las razones de esta situacion. Byrne postula que estos dos genotipos son
menos inmunogénicos que otros, y por lo tanto, son las cepas mas prevalentes en todas las
poblaciones examinadas (83). Alternativamente, es posible que algunos atributos de virulencia
aun indefinidos (por ejemplo, los factores relacionados con la transmisidn) estan vinculados a
los genotipos D y E, y les proporcionan una ventaja biolégica independiente de sus genes
ompA. Contrariamente a Byrne, Verweij y col determinaron que estos dos genotipos estan
asociados a infecciones persistentes; esta situacién seria la responsable de que la respuesta
inmune desatada por los genotipos E y D es mayor que la que producen el resto de los

genotipos (82).

6.6 Determinacion de la carga bacteriana de C. trachomatis en las muestras de orina e

HF de nifios

En las muestras de nifios, se obtuvieron 11 muestras que resultaron positivas para
plasmido criptico de C. trachomatis pero negativas para el gen que codifica la MOMP.
Sabiendo que existen 10 copias de pldsmido criptico por cada copia del gen ompA, podemos
inferir que las muestras que no amplificaron este Ultimo gen, tenian una muy baja carga

bacteriana.

Las cinco muestras que habian amplificado para el gen ompA en la PCR convencional,
no amplificaron en la PCR en tiempo real, por lo que no fue posible determinar sus cargas
bacterianas. Este resultado nos hace pensar que la carga bacteriana de estas ultimas muestras
era baja, ya que se lograron amplificar en la Nested PCR que, por el hecho de ser dos
reacciones sobre el mismo fragmento de la bacteria, tiene mayor sensibilidad que la PCR en

tiempo real.
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Este es el primer aporte a la bibliografia acerca de la carga bacteriana de C
trachomatis en esta poblacidn, ya que no existe ningln reporte en donde se haya intentado

tener la carga bacteriana en muestras de nifios con sospecha de abuso sexual.

6.7 Determinacion de la carga bacteriana de C. trachomatis en HFSV en embarazadas

La importancia de realizar este punto reside en poder correlacionar la carga bacteriana
de C. trachomatis con los datos demograficos de las pacientes y los genotipos, con el objetivo
de detectar si existe alguna relacién entre ellos y determinar si alguna caracteristica de las

pacientes puede ser tomado como factor prondstico de la infeccién

Se determiné la carga bacteriana de C. trachomatis de las pacientes embarazadas que
resultaron positivas para la infeccidn. Se logré obtener la carga bacteriana de 34 de las 35

pacientes positivas y las mismas estaban en un rango de 1,4 a 5,5 logy,.

Batteiger y col postulan que la carga bacteriana disminuye a medida que aumenta la
edad de los pacientes. Segun los autores, esto es asi porque la inmunidad adquirida en
infecciones anteriores, restringe la replicacion de la bacteria en personas mayores (125). En
nuestro trabajo no encontramos diferencias significativas de carga bacteriana en pacientes

menores de 25 afios comparadas con las mayores de esa edad (p=0,6).

Dirks y col. realizaron un estudio para determinar la carga bacteriana en una poblacién
atendida en centros de ITS y una muestra de la poblacién general (118). Encontraron una
media de carga bacteriana en mujeres de log,y 4,2 copias/ml, sin diferencias entre las dos
poblaciones estudiadas. En nuestro estudio la media de carga bacteriana de C. trachomatis es
de logyp 2,9 copias/ml. Por su parte, Jalal y col encuentran una media de carga bacteriana de
esta bacteria en mujeres de logyy 5,6 copias/ml, sin encontrar relacién con la edad de las
pacientes, el genotipo, ni la presentacidon clinica (126). Ellos concluyen en que la carga
bacteriana y la diversidad del gen ompA, juega un papel muy pobre en la patogénesis de la
infeccion genital por C. trachomatis. Nuestros resultados son coincidentes con los de Jalal, ya
gue ninguna de las embarazadas que resultaron positivas tenian sintomatologia clinica y las

cargas bacterianas observadas en ellas tenian gran variabilidad (126).

Walker y col encontraron que las cargas bacterianas eran mayores cuando la infeccion
se daba por genotipo D (127); Eckert y col coinciden con lo reportado por Walker y ademas

refieren que esto se da con los genotipos E y F (128). En nuestro trabajo, pudimos observar
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gue las pacientes infectadas con estos genotipos tienen 5,4 veces mds chances de tener altas
cargas bacterianas. Es posible que esto contribuya a que los genotipos mencionados sean los

mas prevalentes alrededor del mundo

6.8 Andlisis filogenético de las secuencias de C. trachomatis de Nifios con sospecha de

abuso sexual.

Este punto del trabajo tiene mucha importancia desde el punto de vista de la
epidemiologia molecular, ya que la secuenciacidn y el posterior analisis de las mismas son las
herramientas adecuadas para observar mutaciones en el fragmento amplificado de C.
trachomatis.

Al andlisis filogenético, el arbol construido presenta tres grandes subdivisiones, en las
cuales las ramas principales no coinciden con los tropismos tisulares y patrones de
presentacion clinica asociada a la infeccidon por C. trachomatis. Brunelle y col. proponen que
existe una tendencia marcada en la agrupacién de los serovares, que no esta relacionado con
el tropismo tisular (129). Por su parte, Stothard y col y Lutter y col, plantean que la diversidad
de la MOMP se puede haber dado como respuesta a la presidn inmune, con el objetivo de ser
diversa y poder, de ese modo, evadirlo (130-131); y que no juega un papel importante en la
patogenicidad de la infeccion. En nuestro trabajo, nuestro arbol filogenético coincide con lo
propuesto por estos autores, ya que los grupos no se dan de acuerdo al tropismo tisular ni la
patogenicidad de cada genotipo.

Nuestros resultados coinciden, ademas con los publicados por Monetti y col, que
realizaron el andlisis filogenético del gen ompA en muestras de pacientes infértiles de la
Ciudad de Cérdoba, Argentina (68).

En relacion a las secuencias de genotipo D, podemos observar que agrupan
estrechamente entre si y con casi todas las secuencias de América, Europa y Asia. Dentro de
las secuencias comparadas existe una detectada por Monetti y col, que pertenece a un
hisopado uretral de un paciente de sexo masculino, y forma parte del arbol filogenético
mostrado en la figura 14 (ARGENTINA-D-KC120819) (68). Se puede observar que agrupa
estrechamente con nuestras secuencias de nifios.

Finkelhor y col reportan que la mayor parte de los abusos son perpetrados por
hombres; 83% en varones y 98% en nifias (132). Considerando que las secuencias encontradas
en este estudio agrupan estrechamente con un hisopado uretral de un hombre y que la

infeccidn por C. trachomatis en la poblacién estudiada se da por contacto sexual, seria muy
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importante aumentar el numero muestral para poder analizar si existen verdaderas
asociaciones entre estas dos poblaciones.

Por el contrario, la secuencia de genotipo D detectada en muestra genital y publicada
en Genbank por Gallo Valuet y col (ARGENTINA-D-EU191085) (85), no agrupa tan
estrechamente con las de la regidn y si con cepas de Espafia y Australia.

En relacidon a las secuencias de L2 detectadas en nuestra estudio, es posible decir que
agrupan estrechamente entre si y con las publicadas en otras partes del mundo, salvo con la
secuencia detectada en Suecia (SUECIA-L2-GQ413955), la cual no agrupa con ninguna de las
estudiadas en este arbol. Esta secuencia esta publicada por Christenson y col en un trabajo en
donde se hace un andlisis de secuencias detectadas en hombres que tienen sexo con hombres
y diagndstico de Linfogranuloma venéreo; en Europa y Estados Unidos (133). En este trabajo
utilizan como método de andlisis la tipificacion multilocus de secuencias (MLST) y refieren que
la secuencia mencionada tiene cambios aminoacidicos no publicados anteriormente. Es posible
qgue las diferencias detectadas con nuestras secuencias se deban a que la MLST es mas
sensible. Por este motivo, seria interesante analizar las cepas detectadas en nifios con
sospecha de abuso sexual con esta ultima técnica para observar mas detenidamente los

cambios presentes.

6.9 Andlisis filogenético de secuencias de C. trachomatis detectadas en embarazadas

Al igual que el arbol construido a partir de las secuencias de nifios, el arbol filogenético
construido a partir de las secuencias de embarazadas, presenta las mismas subdivisiones que
proponen Brunelle y col (129). Ademds, nuestros resultados son coincidentes con los de
Monetti y col, Stothard y col y Lutter y col (68, 130-131).

En relacion al agrupamiento de nuestras secuencias, podemos decir que en todos los
casos agrupan estrechamente entre si; solo Co294-E presenta dos cambios nucleotidicos con
respecto al resto de las secuencias de este trabajo y Co140-E presenta un solo cambio.

No hay ninguna secuencia que agrupe con secuencias de otros genotipos y el dato
interesante de este darbol es que nuestras secuencias de genotipo D no agrupan tan
estrechamente con la detectada en Buenos Aires a partir de una muestra cervical. Esta ultima
secuencia tiene 11 mutaciones puntuales que la diferencian del resto de las secuencias
analizadas. Desafortunadamente, esta secuencia no pertenece a ningun estudio publicado, por
lo que no es posible realizar un andlisis exhaustivo de las causas por las que la misma tiene

estos cambios con respecto al resto de las secuencias analizadas.
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7.0 Conclusiones

Durante la realizacion de este trabajo de tesis se logré poner a punto una técnica de
biologia molecular utilizando muestras de orina, HF e HFSV. Cabe destacar que las 6 PCR
lograron tener una excelente “performance”.

El contar con técnicas relativamente sencillas, que utilicen muestras no invasivas para
el diagndstico de la infeccidn por C. trachomatis, es muy importante, si tenemos en cuenta que
una de las poblaciones estudiadas es la infantil; porque de esta manera, es posible evitar
incomodar a los pacientes y ademas se logra, sin mayores dificultades, realizar el diagndstico y
el tratamiento oportuno, para impedir todas las complicaciones que esta bacteria puede traer
aparejada en el futuro de estos nifos.

Con respecto a las embarazadas, las PCR puestas a punto no representan ningun riesgo
ni incomodidad para la paciente y su bebé ya que se toma la muestra en el mismo momento
gue se hace la portacion de Streptococcus agalactiae. Consideramos que es un buen momento
para realizar esta toma ya que, si la muestra se toma en el primer trimestre de embarazo, no
podemos descartar la reinfeccion posterior al diagnéstico y tratamiento, en cambio, si la
muestra es tomada en la semana 35-37 todavia se estd a tiempo de dar un tratamiento
adecuado para evitar la infeccidn en los recién nacidos.

Con respecto a la poblacién infantil con factores de riesgo de abuso sexual, las
conclusiones mas importantes a las que pudimos arribar son, en primer lugar, que nuestra
prevalencia es mayor a las reportadas por otros autores, en segundo lugar, pudimos observar
gue la mayoria de los pacientes infectados con C. trachomatis eran de sexo femenino en un
rango etario de 8 a 12 afos de edad.

Este trabajo es la primera aproximacion que tenemos de esta ITS en la cavidad oral en
esta poblaciéon vulnerable, y con los resultados obtenidos podemos decir que es trascendente
conocer la real situacion de la infeccién por C. trachomatis en la boca ya que es un sitio

frecuente de abuso en nifios.

En relacién a la genotipificacion, en las muestras de nifios encontramos genotipos D y
L2, pero creemos que las muestras que lograron ser genotipificadas resultaron ser muy escasas
como para poder realizar alguna estimacion estadistica; es por este motivo que consideramos
gue seria de suma importancia continuar con este estudio con el objetivo de determinar la real

circulacion de genotipos de C. trachomatis en esta poblacidn tan expuesta a esta ITS.
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Es importante destacar que la mayoria de las muestras tenian bajas cargas bacterianas.
Afirmamos esto porque la mayoria de las muestras resultaron ser positivas sélo para plasmido
criptico y las que se lograron amplificar con la Nested PCR dirigida al gen ompA para C.
trachomatis, no amplificaron en la real time PCR. Consideramos que seria conveniente poner a
punto una técnica aln mas sensible para la cuantificacién de muestras de la poblacidn infantil,
con el objetivo de poder realizar estudios mds profundos de epidemiologia molecular en esta

poblacién.

La segunda poblacidon vulnerable que se estudid fue mujeres embarazadas. Se
encontré una prevalencia del 6,9% de infeccion por C. trachomatis. Nuestra prevalencia
coincide con las medias de prevalencia de Latinoamérica, Australia y Sudafrica. Es conocido
que los paises que han implementado programas de tamizaje para esta bacteria han visto
reducida la prevalencia de infeccién tanto en la poblacién general como en poblaciones

vulnerables.

En este estudio se logré identificar el grupo de riesgo dentro de las pacientes
embarazadas; el mismo son las pacientes menores de 25 afios y con bajo NSE. Tener en claro
esto reviste mucha importancia a la hora de pensar en programas de tamizaje en esta
poblacién, ya que, de esta manera, se lograria disminuir la transmisién a los recién nacidos,

reducir la prevalencia de la infeccion por C. trachomatis y evitar gastos en Salud Publica.

En relacidn a los genotipos circulantes en las embarazadas, pudimos establecer que los
genotipos mas prevalentes en nuestra poblacién son E, F y D. Este dato coincide con los
reportados en distintos estudios realizados. Existen varias publicaciones que intentan explicar
como estos genotipos logran tener mayor circulacion que el resto a nivel mundial, pero
ninguna tiene resultados concluyentes. Es por esto que creemos necesario indagar en esta
caracteristica ya que de esta forma, se tienen mas elementos a la hora de pensar una formula

vacunal o tratamientos alternativos.

En este trabajo pudimos determinar las cargas bacterianas que teniamos en las
muestras de embarazadas y detectamos que las mismas son levemente menores a las
encontradas por otros autores. Pudimos observar que éstas no estan relacionadas a la edad de
las pacientes ni al NSE, pero si pudimos percibir que las infecciones dadas por los genotipos D,
E y F tienen cargas levemente mas elevadas que las infecciones dadas por el resto de los

genotipos de C. trachomatis.
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Revisando la bibliografia existente con respecto a este tema, hay investigadores que
postulan que la respuesta inmune desatada en la primoinfeccién por C. trachomatis tendria
efecto sobre la replicacién en reinfecciones, lograndose una menor carga bacteriana en las
mismas. Seria interesante poder establecer que sucede, en poblaciones vulnerables, con la
carga bacteriana en primoinfeccién y reinfecciones, informacién que no fue posible determinar

durante el desarrollo de este trabajo.

Ademds, estos autores proponen que ni la carga bacteriana ni la diversidad del gen
ompA juegan un rol importante en la patogénesis de la infeccion por esta bacteria. En nuestro
trabajo pudimos observar que no existen diferencias clinicas en las embarazadas en relacién al
genotipo de C. trachomatis encontrado en cada una de ellas ni en relacién a la carga

bacteriana; informacién que se condice con lo postulado anteriormente.

Este trabajo de tesis es el primer estudio de la infeccion por C. trachomatis en dos
poblaciones vulnerables de nuestra ciudad, y creemos que es un aporte de gran utilidad en
relacién a la ITS mds prevalente del mundo, ya que, teniendo en cuenta algunos aspectos de
esta investigacién, se podrian llevar a cabo programas de tamizaje con el objetivo de disminuir
la transmisidn de esta bacteria, las complicaciones y bajar los costos que C. trachomatis trae

aparejada en Salud Publica.
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9.0 Anexos

9.1 Anexo I: Consentimiento Informado para el estudio de poblacidn infantil

FORMULARIO DE CONSENTIMIENTO INFORMADO

Deteccion de Chlamydia trachomatis en orina e Hisopado faringeo.

-Cddigo de Identificacion del voluntario.........

Titulo del estudio: Caracterizacion genética de cepas de Chlamydia trachomatis detectadas
en poblacidn infantil con sospecha de abuso sexual, de la ciudad de Cérdoba

LUGAR DE DESARROLLO DEL ESTUDIO:

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, Med. Ana Ximena Kiguen

Lea esta informacién cuidadosamente:

Usted ha aceptado que la muestra de orina e Hisopado faringeo de su hijo/a o representado sean utilizadas para la
deteccion de Chlamydia trachomatis. Firmar el presente consentimiento, confirma que usted esta de acuerdo en que el
nifio participe en este estudio e indica su deseo de participar 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 participacién en esta investigacion.

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

Recibira una copia firmada de este formulario para que la conserve y a la que debera remitirse si lo necesitara.

¢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 ITS en el mundo. La mayoria
de las mujeres infectadas con C. trachomatis son asintomdticas; 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.
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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 estd expuesta esta poblacidn son: epididimitis, prostatitis, infertilidad
y Sindrome de Reiter (conjuntivitis, artritis, uretritis y maculas).

Los niflos pueden adquirir esta infeccion a través de dos vias de transmisién: perinatal, y
sexual.

Algunos estudios sugieren que el riesgo de infeccidén de un recién nacido de madre infectada
con C. trachomatis es aproximadamente del 50% y puede ocasionar bronquitis, neumonia y
conjuntivitis neonatal. Esta infecciéon puede persistir en los nifios por aproximadamente 3
afios.

La segunda via de transmisién se da en los casos de abuso sexual. Hay estudios que publican
qgue la infeccion por C.tr en nifios con sospecha de abuso sexual es menor al 5% pero su
deteccion es considerada diagndstico de certeza del mismo.

¢QUE IMPLICA LA PARTICIPACION DE MI HIJO/A O REPRESENTADO EN ESTA INVESTIGACION?

La participacidn de su hijo/a o representado en este estudio significa permitir:
19) Que las muestras obtenidas (orina e hisopado faringeo) sean utilizadas para detectar C.
trachomatis.

¢COMO SE TOMAN LAS MUESTRAS Y QUE SE HACE CON ELLAS?

Obtencion de las muestras: Las muestran seran obtenidas por profesionales entrenados para
tal fin que serdn designados por la Direccién del Hospital Pediatrico del Nifio Jesus y médicos
de la Unidad Judicial de la Mujer y el Nifo. Se obtendrd una muestra de hisopado faringeo y
una muestra de primer chorro de orina de cada paciente en tubos estériles que seran provistos
por el Instituto de Virologia.

Conservacion de las muestras: Las muestras deberan ser conservadas a 4°C hasta 48 horas.
Transporte de las muestras: Una vez tomadas las muestras, los responsables designados de
cada Institucion 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 deteccidn de C.tr en las muestra de
orina e hisopado faringeo le seran informados por el grupo investigador a los profesionales
tratantes y éstos ultimos, informaran la presencia o ausencia de C.tr a los tutores del nifio.
Eliminacion de las muestras: las muestras obtenidas para el proyecto seran desechadas en
bolsas de residuos de patdgenos una vez que se hayan realizado todas las determinaciones.

¢DE QUE MANERA LA IDENTIDAD DE MI HIJO/A O 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 continuacion.

I. Codificacion de las muestras de orina e hisopado faringeo

Las muestras no tendran su nombre ni su direccién en ella.
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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 andlisis de laboratorio no conoceran su identidad a partir de
este numero de cddigo. Las autoridades regulatorias, los miembros del Comité Institucional de
Etica de la Investigacidn 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.

1. Acceso Restringido a las muestras de orina e hisopado faringeo.

El Instituto de Virologia “Dr. J.M. Vanella” Facultad de Ciencias Médicas, Universidad
Nacional de Cérdoba controlard y guardara las muestras en una habitacidn segura. Sélo se
permitird la entrada a personal autorizado. Sélo podran tener acceso a la misma, la Dra. Cecilia
Cuffini, Med. Esp. En Microbiologia Clinica Ximena Kiguen, Lic. Jessica Mosmann, Biog. Esp. En
Virol. Fernando Venezuela, Biol. Marina Monetti, Biol. Celia Frutos.

lll. Acceso Restringido a los Resultados

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

ii. Los miembros del Comité Institucional de Etica de la Investigacién en Salud
(CIEIS) (aquellos que revisan la conduccidn 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 presentacidon o publicacién identificard su nombre. Los resultados del estudio estan
protegidos de acuerdo a lo previsto en las “Pautas internacionales para la Investigacion
Biomédica en Seres Humanos” de la Organizaciéon de la Salud, en la ley Nacional 25326 de
Proteccidn de Datos Personales.

Se le informa que la presente investigacion se realizara conforme los criterios éticos de
declaracién de Helsinki y sus modificaciones.

IV. Almacenamiento del Consentimiento Informado

Los Investigadores principales guardaran su formulario de consentimiento informado de
Caracterizacidon genética de cepas de Chlamydia trachomatis detectadas en poblacion infantil
con sospecha de abuso sexual, de la ciudad de Cérdoba. Las personas que tienen acceso a su
Historia Clinica no sabran que participé en un estudio de investigacidon al mirarla. Pueden
revisar su consentimiento informado las autoridades regulatorias, los miembros del Comité
Institucional de Etica de la Investigacién en Salud (CIEIS), el personal del estudio y
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representantes autorizados por los Patrocinadores. Se le entregara una copia de su formulario
de consentimiento informado firmado.

V. Destino de las muestras una vez realizado el Diagndstico

Una vez realizadas todas las determinaciones necesarias para llegar al diagndstico de C.tr las
muestras seran desechadas en bolsas de residuos patégenos.

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

La participacion en el estudio es voluntaria y opcional. Si cambia de parecer o decide que no
quiere que su hijo/a o representado siga participando, puede pedir la destrucciéon de las
muestras de orina e hisopado faringeo a los Investigadores Principales. Cualquier resultado de
los andlisis ya realizados no serd borrado. Esto es para proteger la calidad de la investigacién.
Si decide retirar la participacion de su hijo/a o representado en esta investigacion no afectara
la atencion y/o tratamiento que el mismo estuviera recibiendo, ni causard ninguna sancién o
pérdida de los beneficios a los cuales tuviera derecho.

¢OBTENDRE LOS RESULTADOS DE LABORATORIO?

Los resultados de los estudios de la deteccion de C. trachomatis en las muestra de orina e
hisopado faringeo le seran informados por el grupo investigador a los profesionales tratantes y
éstos ultimos, informaran la presencia o ausencia de C. trachomatis a los tutores del nifio.

¢CUALES SON LOS RIESGOS?

Participar en el estudio representa para su hijo/a o representado el inconveniente de realizar
un hisopado faringeo, lo cual podria ocasionar molestias locales leves. No teniendo la misma
riesgos para su salud.

La muestra de orina debera obtenerse por miccion espontanea de los primeros 10-20 ml de
orina. La recoleccién se hara en frasco estéril. Esto no implica ningun riesgo ni molestias a su
hijo/a o representado.

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

No se le pagard por participar en el estudio de Caracterizacidon genética de cepas de Chlamydia
trachomatis detectadas en poblacidn infantil con sospecha de abuso sexual, de la ciudad de
Coérdoba. No se le pagara por ningln uso de las muestras de orina e hisopado faringeo. Si
permite que su hijo/a o representado participe, estd proporcionando las muestras para ser
usadas por los investigadores principales.

A su vez, ninguno de los investigadores y/o colaboradores recibirdn 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
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Gordillo Godmez 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 Cérdoba. Enfermera Gordillo Gémez s/n. Ciudad
Universitaria. CP (5016), Cérdoba. Tel Personal: 0351-156566781. Tel Lab: 0351- 4334022.

Si tiene alguna pregunta sobre sus derechos como Sujeto de Investigacidon, 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
esq. Richardson, 1° Piso — Ciudad de Cérdoba. Teléfono de contacto: 0351-156846590.
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R o TO OO , declaro: haber leido y comprendido las hojas de
informacién; 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 la participacién 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 participe en el estudio “Caracterizacion
genética de cepas de Chlamydia trachomatis detectadas en poblacidn infantil con sospecha de
abuso sexual, de la ciudad de Cérdoba” 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
Cordoba. Los responsables de este proyecto son Med. Ana Ximena Kiguen y Dra. Cecilia Cuffini.

Nombre del paciente:

Firma del Padre, Madre o Tutor Aclaraciéon del Nombre del Individuo
] ]

N de DNI Fecha

Firma del Testigo o Representante Legal Aclaracion del Nombre del Testigo o
Representante Legal

(si aplica) (si aplica)
]

Ne de DNI Fecha

Relacién que tiene con el sujeto:

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

Firma de la persona que obtiene el Aclaracion de la persona que obtiene el

Consentimiento informado consentimiento informado
_/__/__

N2 de DNI Fecha

Declaro haber recibido una copia del consentimiento: FIRMA: ........ccccooviveveevecvesereenne
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9.2 Anexo ll: Asentimiento informado utilizado para nifios mayores de 7 afios.
Formulario de Asentimiento informado para Niiios

Proyecto de Investigacion “Caracterizacion genética de cepas de Chlamydia trachomatis
detectadas en poblacion infantil con sospecha de abuso sexual, de la ciudad de Cérdoba.”
éQué significa Asentimiento informado?
Te vamos a dar informacidén y te vamos a invitar a participar en un estudio de investigacion.
El Asentimiento informado significa que entendiste todo lo posible sobre este estudio de
investigacion y que estds de acuerdo en participar por tu propia voluntad.

éQué es Chlamydia trachomatis?

Chlamydia trachomatis es una bacteria. Las bacterias son tan pequefias que no se pueden ver.
Esta bacteria puede estar en el cuerpo y enfermar a las personas.

éPor qué se esta realizando la Investigacion?
Queremos conocer en cuantos chicos esta presente la Chlamydia trachomatis.
Invitacion

Se te estd invitando a participar en este proyecto. Por favor lee esta informacion prestando
mucha atencién o pedile a alguien que te la lea en voz alta. Tomate tiempo para pensar. Ya
conversamos con tu padre/madre/tutor sobre esta investigaciéon y ellos ya saben que te
estamos preguntando si estas de acuerdo. Si no querés participar en el proyecto, no estas
obligado a hacerlo aunque tus papads lo hayan autorizado. Le podes hacer todas las preguntas
gue tengas a tu médico (Dr. ), amigos, tus papds o cualquier persona con la que
te sientas cémodo.

éQué tengo que hacer?

Solo tenés que dejarnos sacar un poquito de saliva de la boca con un hisopo. Esto no te va a
doler, quizas te moleste un poquito pero no te va a pasar nada mas. Nosotros te vamos a dar
un frasco en donde tenés que juntar un poco de orina cuando vayas al bafio y dejarsela a tu
médico. Con eso ya nos estas ayudando mucho a encontrar a esta bacteria.

éEstoy obligado a participar?

No. Nadie se va a enojar con vos si no querés participar. Tu médico te va a seguir atendiendo

igual, aunque no participes.

PODES DEJAR DE PARTICIPAR EN LA INVESTIGACION CUANDO QUIERAS SIN TENER QUE
EXPLICARLE NADA A LOS MEDICOS.
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éCuanto tiempo durard la investigacion?

La investigacion durard un afio aproximadamente. Pero vos solo tenés que dejarnos tomar las
muestras una vez.

éQué sucede si el resultado de este estudio me da positivo?

Si el resultado de tu estudio resultara positivo, nosotros le avisaremos a tu médico, para que el
te llame y llame a tus padres y asi ver cual es el mejor tratamiento para destruir a esta
bacteria.

éQué se hace con las muestras cuando se termina el estudio?

Una vez que terminamos de hacer todas las pruebas para saber si en las muestras esta la
Chlamydia trachomatis, las muestras se van a eliminar asi que podes quedarte tranquilo
porque tus muestras no serdn utilizadas para otras determinaciones.

éMis registros de salud se conservaran en privado?

Si. Las personas que realizan este estudio solo podran conocer informacién relacionada con la

investigacion y tu nombre no figurard en ninguno de los articulos sobre resultados de este
proyecto.

Muchas gracias por leer toda esta informacién

82



Formulario de Asentimiento Informado para nifios
Proyecto “Deteccién de Chlamydia trachomatis en poblacion infantil con factores de riesgo
de abuso sexual en la Ciudad de Cérdoba”

Hace un circulo alrededor de todos los items.

¢Has leido (o te han leido) sobre este proyecto? S / NO
¢Te ha explicado este proyecto alguna persona? Sl / NO
éHas entendido de qué se trata este proyecto? S| / NO
¢Has hecho todas las preguntas que querias? Sl / NO
é¢Te respondieron las preguntas de modo que entiendas? Sl / NO
¢Has entendido que esta bien si decidis dejar de participar? Sl / NO
¢Estas de acuerdo en participar? Sl / NO

Si cualquiera de las respuestas es NO o no deseas participar, ino firmes con tu nombre!
Si deseas participar, escribe tu nombre y la fecha de hoy.

Tu nombre Fecha
Firma de Padre/Madre/Tutor Fecha
Firma del médico Fecha

Gracias por tu colaboracién
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9.3 Anexo Ill: Aprobacion del Comité de ética del Polo Hospitalario para estudio de

poblacion infantil con sospecha de abuso sexual.

Miisteriode PROVINGIA DE
SALLD CORDOBA

CONSEJO DE EVALUACION ETICA DE LA INVESTIGACION EN SALUD

INFORME DE EVALUACION DE PROTOCOLO DE INVESTIGACION

TITULO DE LA INVESTIGACION: Caracterizacién Genética de cepas de Chlamydia frachomatis en
poblacién infantil con sospecha de abuso sexual, en la Ciudad de Cérdoba

PROTOCOLO DE INVESTIGACION: N/A

NOMBRE Y TITULO DEL INVESTIGADOR: Dra. Cecilia Cuffini

NOMBRE DE LA INSTITUCION Y SEDE DE LA INVESTIGACION: CIEIS del Nifio y del Adulto !Hosprlal
Pediatrico del Nifio Jesus

FECHA Y LUGAR DE LA DECISION: Cérdoba, 03 de Septiembre del 2015

DECLARACION DE LA DECISION TOMADA: APROBADO
v Protocolo version 1.3, 30 de julio de 2015.
v" Consentimiento Informado, versian 1.0, de fecha 28 de mayo de 2014.
v Asentimiento Informado para nifios, version 1.0, de fecha 28 de mayo de 2014

EN EL CASO DE UNA DECISION POSITIVA EL INVESTIGADOR DEBERA:

ENTREGAR LOS REPORTES DE AVANCES AL CIEIS
NOTIFICAR AL CIEIS TODA ENMIENDA AL PROTOCOLO, O AL MATERIAL DE RECLUTAMIENTO
0 DE LA INFORMACION PARA LOS POTENCIALES PARTICIPANTES EN LA INVESTIGACION O
EL FORMATO DE Cl.

REPORTAR EVENTOS ADVERSOS SERIOS E INESPERADOS.

INFORMAR LA TERMINACION DEL ESTUDIO O CIRCUNSTANCIAS NO ESPERADAS O
DECISIONES SIGNIFICATIVAS TOMADAS POR OTROS CIEIS.

EL INVESTIGADOR DEBERA INFORMAR AL PACIENTE EL NOMBRE DEL CIEIS QUE EVALUG Y
COMO LOCALIZARLO (direccién, teléfono) Y EL NOMBRE, DIRECCION Y TELEFONO DEL COEIS

.......
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9.4 Anexo IV: Consentimiento Informado utilizado para el estudio de C. trachomatis en
mujeres embarazadas

FORMULARIO DE CONSENTIMIENTO INFORMADO

-Deteccion Chlamydia spp en muestras endocervicales-

Cddigo de Identificacion del Voluntario:

TITULO DEL ESTUDIO: “Deteccién de Chlamydia spp en mujeres embarazadas de la ciudad de

Cdérdoba, Argentina.”

PATROCINADORES: Laboratorio de Clamidias y Virus Papiloma Humano, Instituto de Virologia
“Dr. J.M. Vanella” Facultad de Ciencias Médicas, Universidad Nacional de Cdrdoba con la
colaboracidon del Laboratorio de Microbiologia, perteneciente a la Direcciéon de Especialidades
Medicas Centro (DEMC) de la Municipalidad de Cérdoba.

LUGAR DE DESARROLLO DEL ESTUDIO:

Laboratorio de Clamidias y Virus Papiloma Humano, Instituto de Virologia “Dr. J.M. Vanella”.
Facultad de Ciencias Médicas, Universidad Nacional de Cordoba.

Direccion: Enfermera Gordillo Gémez s/n. Ciudad Universitaria CP: 5016. Cérdoba.

Teléfono: (0351) 4334022

Teléfono de contacto durante las 24 hs: (0351)156566781

INVESTIGADORES PRINCIPALES: Med. Ana Ximena Kiguen, Biog. Marcela Marram3, Biol.

Marina Monetti y Bioq. Gabriela Hernandez Fregonese

Lea esta informacién cuidadosamente:

Usted ha aceptado que su muestra de hisopado de fondo de saco vaginal sea utilizada para la deteccion de Chlamydia
spp. Firmar el presente consentimiento, confirma que usted estd de acuerdo en participar en este estudio e indica su
deseo de participar en este momento. Su participacién 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 participar en esta investigacion.

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

Recibira una copia firmada de este formulario para que la conserve y a la que debera remitirse si lo necesitara.

¢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 en aves y mamiferos incluyendo al
hombre. Chlamydia trachomatis (C. trachomatis) es la principal causa de ITS en el mundo. La
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mayoria de las mujeres infectadas con C. trachomatis son asintomaticas; sin embargo esta
infeccion 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 transmisién al neonato en el canal del parto. Algunos estudios sugieren que el
riesgo de infeccién de un recién nacido de madre infectada con C. trachomatis es
aproximadamente del 50% y puede ocasionar bronquitis, neumonia y conjuntivitis neonatal.
Esta infeccién puede persistir en los niflos por aproximadamente 3 afos. Diversos estudios de
prevalencia refieren que anualmente, la infeccién por este microorganismo tiene una
prevalencia de 3,5% mujeres embarazadas en USA, 12,1 % en el Reino Unido y del 6,4% en
Australia; sin embargo no hay estudios de prevalencia en pacientes embarazadas en nuestra
region. Ademas de C. trachomatis, estudios recientes desarrollados en Suiza, Grecia, Japdn,
asociaron la presencia de otras Chlamydia spp (C. pneumoniae, C. abortus, C. caviae) con
uretritis, cervicitis, y aborto en tracto genital. Teniendo en cuenta lo expresado anteriormente,
y sabiendo que en nuestro pais no existen datos acerca de la infeccidn por Chlamydia spp en
mujeres embarazadas, es de suma importancia estudiar tanto la presencia de especies
clamidiales en esta poblacién, como sus caracteristicas genéticas.

Es importante destacar que las muestras seran obtenidas en el Laboratorio de
Microbiologia (DEMC) Municipalidad de Cérdoba y posteriormente enviadas al Instituto de
Virologia para la deteccidon de Chlamydia spp., si Ud. como paciente estd de acuerdo y previa
firma del consentimiento informado.

¢QUE IMPLICA MI PARTICIPACION EN ESTA INVESTIGACION?

Mi participacién en este estudio significa permitir:

19) Que la muestra obtenida (hisopado cervical) sea utilizada para detectar C. trachomatis, C.
abortus, C. psittaci, C. pneumoniae y C. pecorum.

29) Completar una ficha (en Anexos) con:
a) Antecedentes epidemiolégicos: edad, sexo, tipo de actividad laboral, animales con qué
tiene contacto.

b) Antecedentes Personales: menarca, habitos sexuales, antecedentes obstétricos
¢) Antecedentes personales Patoldgicos: Motivo de consulta

¢DE QUE MANERA MI IDENTIDAD Y RESULTADOS SE MANTENDRAN CONFIDENCIALES?

Los patrocinadores de este estudio han tomado varias medidas para mantener la
confidencialidad de los participantes. Estas se describen a continuacion.

I. Codificacion de la muestra de fondo de saco vaginal

Su muestra no tendrd su nombre ni su direccidn en ella.

Su muestra estara codificada con un nimero de cuatro cifras que van desde el 0001 al
1000; este numero vincula directamente su muestra y los resultados con su nombre. Los
profesionales que realicen los analisis de laboratorio no conoceran su identidad a partir de
este numero de codigo. Las autoridades regulatorias, los miembros del Comité Institucional de
Etica de la Investigacidn 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 su muestra de fondo de saco vaginal.
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El Instituto de Virologia “Dr. J.M. Vanella” Facultad de Ciencias Médicas, Universidad
Nacional de Cdérdoba controlard y guardard su muestra en una habitaciéon segura. Sélo se
permitird la entrada a personal autorizado. Sélo podran tener acceso a la misma, la Dra. Cecilia
Cuffini, Med. Ximena Kiguen, Lic. Jessica Mosmann, Bioq. Esp. En Virol. Fernando Venezuelsa,
Biol. Marina Monetti, Biol. Celia Frutos.

lll. Acceso Restringido a los Resultados

Los resultados de los analisis de laboratorio serdn almacenados por los investigadores
principales en registros de papel y electronico. No sera identificado por su nombre en estos
registros. Sus resultados sdélo seran rotulados con un nimero de cédigo. Esto es para proteger
su privacidad. Sus resultados seran guardados tanto tiempo como sea necesario.

Sélo las siguientes personas pueden conocer los resultados de sus analisis:
v. la Dra. Cecilia Cuffini, Med. Ana Ximena Kiguen, Biol. Marina Monetti.

vi. Laboratorio de Microbiologia. Direccion de Especialidades Médicas, Centro.
(DEMC).

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

viii. El Consejo de Evaluacién Etica de Investigacion en Salud (CoEIS).

ix. 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 presentacidn o publicacion identificara su nombre. Los resultados del estudio estan
protegidos de acuerdo a lo previsto en las “Pautas internacionales para la Investigacién
Biomédica en Seres Humanos” de la Organizacién de la Salud, en la ley Nacional 25326 de
Proteccidn de Datos Personales.

Se le informa que la presente investigacion se realizard conforme los criterios éticos de
declaracién de Helsinki y sus modificaciones.

IV. Almacenamiento del Consentimiento Informado

Los Investigadores principales guardaran su formulario de consentimiento informado
de andlisis de especies clamidiales en una poblacion de mujeres embarazadas. Las
personas que tienen acceso a su Historia Clinica no sabran que participé en un estudio
de investigacion al mirarla. Pueden revisar su consentimiento informado las
autoridades regulatorias, los miembros del Comité Institucional de Etica de la
Investigacion en Salud (CIEIS), el personal del estudio y representantes autorizados por
los Patrocinadores. Se le entregara una copia de su formulario de consentimiento
informado firmado.

¢QUE SUCEDE SI LUEGO DECIDO RETIRARME DEL ESTUDIO?
Su participacion en el estudio es voluntaria y opcional. Si cambia de parecer o

decide que no quiere seguir participando, puede pedir la destruccién de su muestra de
fondo de saco vaginal a los Investigadores Principales. Cualquier resultado de los
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anadlisis ya realizados no serd borrado. Esto es para proteger la calidad de la
investigacion. Si decide retirar su participacién en esta investigacion no afectara la
atencion y/o tratamiento que estuviera recibiendo, ni causard ninguna sancién o
pérdida de los beneficios a los cuales tuviera derecho.

¢OBTENDRE MIS RESULTADOS DE LABORATORIO?

Los resultados de los estudios de la deteccidn de C. trachomatis en su muestra
de hisopado de fondo de saco vaginal le serdn informados por el grupo investigador a
los patrocinadores (Laboratorio de Microbiologia-DEMC) y éstos ultimos, informaran la
presencia o ausencia de C. trachomatis al momento de informar el resultado de
Streptococcus agalactiae. Sera informado solo el resultado de C. trachomatis ya que
hasta el momento solo estdn demostradas las complicaciones que produce esta
bacteria en mujeres embarazadas y protocolizado su tratamiento. En caso de
solicitarlo, le seran informados los resultados de las restantes especies clamidiales. Los
resultados de los examenes no seran utilizados para otro fin mas que el expuesto. Sin
embargo, el Patrocinador no tiene control sobre la privacidad de sus resultados una
vez que se los otorgue.

¢CUALES SON LOS RIESGOS?

Debido a que en el presente estudio se determinara la presencia de Chlamydia spp, a
partir de la muestra tomada en el Laboratorio de Microbiologia de la Municipalidad de
Cérdoba (DEMC) para el control de Streptococcus agalactiae, este estudio no supone toma de
muestra adicional, no existiendo riesgo colateral alguno para el paciente.

¢SE ME PAGARA POR PARTICIPAR O POR EL USO DE MIS RESULTADOS?

No se le pagara por participar en el estudio de deteccién de Chlamydia spp. en mujeres
embarazadas a partir de muestras endocervicales. No se le pagara por ningin uso de su
muestra de fondo de saco vaginal. Si participa, estd proporcionando su muestra para ser usada
por los investigadores principales.

A su vez, ninguno de los investigadores y/o colaboradores recibiran remuneracién por
parte de los Patrocinadores por la realizacion de este estudio.

CONTACTOS PARA PREGUNTAS

Ante cualquier consulta los participantes de este estudio podran comunicarse con la
Dra. Cecilia Cuffini Instituto de Virologia “Dr. J. M. Vanella” Facultad de Cs. Médicas,
Enfermera Gordillo Gémez 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. Biol. Marina Monetti, Universidad Nacional de Cdérdoba.
Enfermera Gordillo Gdmez s/n. Ciudad Universitaria. CP (5016), Cérdoba. Tel Personal: 0351-
156566781. Tel Lab: 0351- 4334022.

Si tiene alguna pregunta sobre sus derechos como Sujeto de Investigacién, por favor
comuniquese con el “Comité CIEIS Oulton-Romagosa”, Av. Vélez Sarsfield 562. 1°
subsuelo. CP (5000). Horario de atencién:lunes y miércoles de 15:30 a 18 hs.
Coordinador del Comité: Dr. Facello Adolfo; Subcoordinador: Dr. Soria Néstor. Tel:

88



0351-4267792 o a la Oficina SERFIS-COEIS: Hospital Misericordia, Belgrano 1500 esq.
Richardson, 1° Piso — Ciudad de Cérdoba .Teléfono de contacto: 0351-156846590
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R o TO OO , declaro: haber leido y comprendido las hojas de
informacién; 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 de mi participacién voluntaria; haber comprendido que puedo
retirarme libremente sin perjuicio, por lo que doy mi consentimiento para participar en el
estudio “Deteccion de Chlamydia spp en mujeres embarazadas de la ciudad de Cérdoba,
Argentina” 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 Cdérdoba, con la
colaboraciéon del Laboratorio de Microbiologia de la Direccién de Especialidades Medicas
Centro de la Municipalidad de Cérdoba. Los responsables de este proyecto son Med. Ana
Ximena Kiguen, Dra. Cecilia Cuffini.

Firma del Individuo Aclaracion del Nombre del Individuo
A

N2 de DNI Fecha

Firma del Testigo o Representante Legal Aclaracion del Nombre del Testigo o
Representante Legal

(si aplica) (si aplica)
Y

N2 de DNI Fecha

Relacién que tiene con el sujeto:

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

Firma de la persona que obtiene el Aclaracion de la persona que obtiene el

Consentimiento informado consentimiento informado
A

N2 de DNI Fecha

Declaro haber recibido una copia del consentimiento: FIRMA: .......c.cccoovvirviecceccencee e,
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9.5 Anexo V: Aprobacion del Comité de ética Oulton-Romagosa para el estudio de
Embarazadas.

1
FORMULARIO DE RESOLUCION

COMITE INSTITUCIONAL DE ETICA
DE INVESTIGACION EN SALUD
OULTON ROMAGOSA

QD outron

INFORME DE EVALUACION DE PROTOCOLOS DE INVESTIGACION no sponsoreados

Titulo del Protocolo: Deteccion de Chlamydia spp en mujeres embarazadas de la ciudad de
Cérdoba, Argentina.

Investigador Principal Dra. Cecilia Cuffini

Lugar de realizacién Laboratorio de Clamidias y Virus Papiloma Humano, Instituto de
Virologia “Dr. J.M. Vanella” Facultad de Ciencias Médicas. UNC

CRO/Patrocinante Sin Sponsor

Los siguientes documentos | Protocolo versién 3.0, de fecha 05 de marzo de 2014.
fueron recibidos, revisados y Formulario de Consentimiento Informado versién 3.0 del 05 de marzo de 2014.

evaluados:
Presentacion inicial al CIEIS 09.dic.13
Ultima presentacién 10.mar.14

Fecha de resoluciéon por el
CIEIS

RESOLUCION APROBADO% /). RECOMENDACION

/

V - 1

Institucion: Instituto Oulton- Clinica PrﬁRomagosa

Firma en nombre del Comité:

S = |
| e |
Aclaracién de firma y sello: |V /] osa |

7

s
Nombre del Comité: CIEIS Oulton -Romagosa

7
1

Lugar y fecha: Cérdoba, ___ " * SELLO COMITE
POE 01-GD-03.1 aneéxo
CIEIS OULTON ROMAGOSA Pag 1de3
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9.6 Anexo VI: Publicacion de reporte de caso
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ABSTRACT

Chlamydia trachomatis (C.tr) infections are the
most prevalent bacterial sexually transmitted
infections worldwide. They are often asympto-
matic and therefore underdiagnosed as there is
no routine screening surveillance. This case
supports the possibility of sexual abuse as a
route of transmission of C.tr. It is well known
that nearly one third of sexually assaulted
children are at risk for infection by a sexually
transmitted agent. This is why in cases of sexual
abuse, it is standardized that C.tr positive re-
sults by Nucleic Acid Amplification Techniques
(NAATs) should be confirmed looking for
another C.tr target; for this reason, we used a
Polimerase Chain Reaction (PCR) directed to
cryptic plasmid of C.tr. Confirmation was speci-
fied by the use of another PCR with a different
genetic target (ompA) and sequencing. We con-
cluded that our patient’s oral lesions were prob-
ably originated by her father’s sexual abuse.

KEYWORDS

Chlamydia trachomatis; Sexual Abuse; Girl;
Argentina

1. INTRODUCTION

Chlamydia trachomatis (C.tr) infections are the most
prevalent bacterial sexually transmitted infections (STI)
worldwide [1].

C.tr infection is often asymptomatic and therefore un-
derdiagnosed, as there is no routine screening surveil-

Copyright © 2014 SciRes.

lance. The real prevalence of chlamydial infection in the
general population is currently unknown. A study con-
ducted by professionals from the Universidad Nacional
de Cordoba and the Universidad Catclica de Cordoba
(Argentina) determined that 8.7% of sexually active
asymptomatic young people (18 - 25 years) are infected
with C.tr(2].

Untreated C.trinfections can lead to serious complica-
tions such as salpingitis, probably resulting in pelvic pain
and tubal pregnancy or infertility in women and epidy-
dimo-orchitis in men [3]. Babies may acquire the infec-
tion at birth if their mother’s cervix is infected resulting
in neonatal ophthalmia, pneumonitis, or both, in addition
to nasopharyngeal and genital tract colonization, which
may persist for 2 - 3 years after birth [4,5].

Another route of transmission in children is sexual
abuse. The identification of a STI in a child should al-
ways suggest sexual abuse, and may have both, medical
and serious legal implications [6] mainly because it can
be used to support the occurrence or allegations of sexual
abuse and, in some cases, may prompt an investigation of
possible abuse [7].

The implications of the identification of a sexually
transmitted agent in children as evidence of a possible
sexual abuse varied according to the pathogen involved.
According to The American Academy of Pediatrics
(AAP), C.trisolation is diagnostic of sexual abuse when
perinatal transmission is discarded [8]. It has been sug-
gested that the thinness of the vaginal epithelium in pre-
pubertal girls and the likelihood of repeated abuse by the
same perpetrator may increase the risk of C.fracquisition
after unprotected intercourse; however, published preva-
lence studies of STIs in sexually abused children have
reported rates of infection lower than 5% [9].

This case supports the possibility of sexual abuse as a
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transmission route of C.tr.

2. CASE REPORT

A 13-year-old girl was referred to the dentist because
of white vegetative lesions on the ventral side of the
tongue and exfoliative cheilitis of the lips semimucosa
(Figure 1). The stomatological exam suggested chla-
mydial infection and samples of the lesions were taken
for pathological and molecular analysis. The mode of
transmission was a source of concern and two possibili-
ties were considered: perinatal transmission or recent
acquisition resulting from sexual abuse. For this reason,
the girl was referred to the interdisciplinary Department
of Abuse at the Hospital de Nifios de la Santisima Trini-
dad, Cdrdoba city, Argentina. Due to suspicious attitudes
of the girl’s father, the dentist decided to report the al-
leged abuse case. Subsequently, justice officers started
the study protocol for sexual abuse.

The child’s mother was seen at the Genitourinary
Medicine Department. She denied any history suggestive
of past or current chlamydial infection and screening for
sexually transmitted infection, including urine testing by
polymerase chain reaction (PCR) yielded negative results.

The girl’s father was also seen at the Genitourinary
Medicine Department. He also denied any data sugges-
tive of chlamydial infection, but screening for sexually
transmitted infections yielded positive results for C.trin
urine.

Under the assumption that sexual abuse had occurred,
the girl was examined, but no genital stigmata of sexual
abuse were found. Urine, pharyngeal swab and samples
of oral lesions were positive for C.trby PCR.

The formal interview of the girl, conducted by an in-
terdisciplinary team (pediatrician and psychologist), re-
sulted complex and unsatisfactory because she suffered
mild mental retardation. The girl’s mother recounted that
her husband was the caretaker of the child and that al-
though the three of them cohabited in the same house,
she was separated from her husband.

The girl’s father flatly denied having abused his

Figure 1. Photograph of white vegetative lesion on the ventral
side of the tongue.

Copyright © 2014 SciRes.

daughter, but the judge in charge of this case decided to
separate the girl from the father and provide medical
treatment to eradicate C.fr, in addition to psychological
therapy. This study was in accordance with the Comité
Institucional de Etica de la Investigacion en Salud.

3. DISCUSSION

Siegel indicated that nearly one third of sexually as-
saulted children were forced to submit to sexual inter-
course, placing them at risk for infection by a sexually
transmitted agent [10].

Interdisciplinary work is very important in cases of
sexual abuse to dispose conclusive evidences. The vic-
tim’s story is one of the most important of them [11].
Though we could not get the story of abuse by the girl,
we found that both the girl and her father had C.#r infec-
tion. Furthermore, the mother was negative for this mi-
croorganism and she had no history of C.trinfection.

Although the girl was 13 years old, we had to discard
perinatal transmission because this infection may persist
several years [12].

According to the molecular differences of ompA gene,
C.tris divided into different genotypes that are responsi-
ble for various diseases. A, B, Bay C genotypes produce
trachoma; D, Da, E, F, G, H, I, Ia, ] y K are responsible
for urogenital infections in adults and respiratory and
conjunctival neonatal infections; finally, L1, L2, L2a and

L3 genotypes cause lymphogranuloma venereum [13,14].

In women, asymptomatic clinical presentation occurs in
70% - 75% of cases. Approximately 30% - 40% of sex-
ually active teens are infected and up to 40% of them
could develop pelvic inflammatory disease if they are not
properly treated [15]. Besides the aforementioned com-
plication, C.tr can cause fertility problems, abortions and
premature births [3].

In contrast to women, asymptomatic C.tr infection
takes place in the 25% of the infected men [1] and is
considered the most frequent cause of nongonococcal
urethritis [16]. The complications that this population is
exposed to are: epididymitis, prostatitis, infertility and
Reiter’s Sindrome (conjunctivitis, arthritis, urethritis and
macules) [17]. It is worth mentioning that the girl’s fa-
ther did not present any of these pathologies when the
urine simple was taken.

In pregnant women, untreated chlamydial infections
are associated with abortions, postpartum endometritis,
premature rupture of membranes, low birth weight and
transmission to the infant through the birth canal [18].
Some studies suggest that the risk of infection of a new-
born mother infected with C.#ris approximately 50% and
may cause neonatal bronchitis, pneumonia and conjunc-
tivitis [5].

It is important to note that the diagnosis was per-
formed using nucleic acid amplification tests (NAATS).
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We know that culture remains the gold standard for di-
agnosis of C.trin this population because of its high spe-
cificity [6], but the difficulty in maintaining the viability
of the organism during transportation and the low sensi-
tivity limit its usefulness [19].

NAAT: for detection of C.r became widely available
in early 1990s and offers the advantages of higher sensi-
tivity and ease of specimen collection (urine specimens),
when compared with cultures [19].

In cases of sexual abuse, it is standardized that C.tr
positive results by NAATSs should be confirmed looking
for another C.tr target [20], so we utilized a PCR di-
rected to cryptic plasmid of C.tr. Confirmation was spe-
cified as use of another PCR with a different genetic tar-
get (ompA) and sequencing.

We know that this bacterium can be easily eliminated
by antibiotic therapy; therefore, early diagnosis and
treatment of infected individuals are very important to
prevent the spread of the infection and severe sequelae.

US Centers for Disease Control and Prevention rec-
ommend to treat children older than eight years with oral
Azithromycin (1 g single dose) or Doxycycline (100 mg
orally twice a day for 7 days) [7]. The same treatment
schedule is used for prophylaxis after sexual assault.

Additionally, Sexually Transmitted Diseases Treat-
ment Guidelines 2010 suggest the examination for STIs
within 1 - 2 weeks after the assault unless prophylactic
treatment was provided.

4. CONCLUSIONS

As we know, C.tr infection is asymptomatic in most
cases, so innovative screening strategies are needed to
interrupt the transmission of C.fr and connect the hidden
cases to care. This way, it would be possible to reduce
the prevalence of this infection and prevent transmission
to this vulnerable population.

The diagnosis would not have been achieved if the
possibility of chlamydial infection had not been initially
considered by the dentist and the appropriate swab taken
for chlamydial testing. Additionally, the assistance of the
Hospital de Nifios multidisciplinary team, who specia-
lizes in sex abuse cases, was very helpful. For all these
reasons, we concluded that our patient’s oral lesions
were probably originated by her father’s sexual abuse.
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