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RESUMEN

Se realizé un estudio de 80 pacientes porta-
doras de DIU, provenientes de la consulta de Planifi-
cacion Familiar del Médulo La Candelaria, Tinaquillo,
Estado Cojedes.

A cada paciente le fue tomada muestra en-
docervical y se le hizo el estudio pertinente para
Chlamydia trachomatis, por el método Enzimoinmu-
noensayo (Elisa), y para Mycoplasma spp. por Myco-
plasma-Lyo.

Los resultados arrojaron un alto porcentaje
de positividad (45,2%) en aquellas mujeres cuyas
edades oscilaban entre |7 y 26 afios, con tiempo de
DIU de 0 - 3 afios, siendo el Uréaplasma urealyticum
el género que mas se aislo.

En relacién a Chlamydia trachomatis, nuestros
resultados se ajustan a los reportados por otros au-

tores, aunque nuestra muestra fue relativamente
pequena.

INTRODUCCION

El conocimiento sobre las enfermedades de
transmisién sexual, ha sufrido una rapida evolucién du-
rante las dltimas décadas, reconociéndose en la actuali-
dad como tales, no sélo aquéllas que en la antigua vene-
reologia eran consideradas como clasicas (Gonorrea,
Sifilis, Chancro Blando, Linfogranuloma Venéreo, etc.),
sino ademds, una serie de otras enfermedades en las
que la transmisién por via sexual, ain sin ser el Unico
mecanismo de contagio, reviste connotaciones epide-
mioldgicas importantes.

Aunque en la mayoria de los paises no exis-
ten datos epidemioldgicos confiables, parece que la
frecuencia de las enfermedades de transmisién se-
xual han aumentado notablemente en los dltimos 15
anos.

El reconocimiento de nuevos patdgenos,
como agentes de enfermedades de transmisién se-
xual (ETS), el aumento de la frecuencia de dichas
enfermedades y una distribucidn mds amplia entre la
poblacion afectada, han convertido a las ETS en uno
de los problemas de salud publica mas importante en

la actualidad ().

(*) Escuela de Bioanilisis, Facultad de Ciencias de la Salud, Universidad de Carabobo.
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Existe un amplio nimero de agentes etiolé-
gicos reconocidos actualmente como capaces de
producir enfermedad, al ser transmitidos por contac-
to sexual, por lo que hemos creido necesario basar
nuestra investigacién en Chlamydia trachomatis y My-
coplasma spp., cuya incidencia en muchos paises, es
mas alta que Neisseria gonorrhoeae; aspecto éste, que
agrava la situacién y merece especial interés desde el
punto de vista sanitario y social.

Estos microorganismos son patégenos reco-
nocidos, causantes de Cervicitis, Salpingitis y Enfer-
medad Inflamatoria Pélvica, por lo que hemos consi-
derado necesario investigar su prevalencia en muije-
res que utilizan dispositivos intrauterinos (DIU), que
asisten a la consulta de Planificacién Familiar, en el
médulo La Candelaria, de Tinaquillo, ya que no exis-
te informacién en relacién a la incidencia o preva-
lencia de dichos agentes en esa poblacién.

Como ha sido demostrado (4), el DIU es un
factor predisponente, que favorece la colonizacién
bacteriana del cervix y endocervix.

Después de analizar los aspectos anteriores,
consideramos importante:

|} Demostrar si la incidencia de Chlamydia trachoma-
tis y Mycoplasma spp. es alta en mujeres portadoras
de DIU, en el médulo La Candelaria de Tinaquillo.

2) Relacionar la Chlamydia trachomatis y el Myco-
plasma spp., con la cervicitis y endocervicitis en mu-
jeres portadoras de DIU.

En relacion a la Chlamydia trachomatis, es
conveniente sefalar que el primer aislamiento de
este microorganismo a partir de material genital, fue
realizado en [959 por Jones y colaboradores,
recuperandose tanto del endocervix de la madre,
como de la conjuntiva del recién nacido, mediante
cultivos en huevos embrionados de pollo. En nues-
tro pais comenzo a desarrollarse la inquietud sobre
el diagnéstico de Chlamydia trachomatis, hace apro-
ximadamente |0 afios (23, 3), sobre todo en estudio
de las patologias uro-genitales.

Chlamydia trachomatis, es hoy dia, el agente
de transmision sexual mas frecuente, informes re-
cientes en varios paises, la colocan muy por encima
de la Neisseria gonorrhoeae.

Estos microorganismos producen una varia-
da gama de infecciones genitales y urinarias: uretritis
no gonococcica y epididimitis en el hombre; en la
mujer, embarazo ectépico y enfermedad inflamatoria
pélvica, incluyendo dafios en las Trompas de Falopio
y por lo tanto, esterilidad. En los recién nacidos
provenientes de madres infectadas, la Chlamydia tra-
chomatis puede ocasionar neumonia y conjuntivitis.
Sin embargo, un considerable porcentaje de perso-
nas contaminadas, no manifiestan sintomatologia,
convirtiéndose en portadores y transmitiéndola a su
compariiero(a) sexual.

Las Chlamydias estin taxonémicamente se-
paradas de otras bacterias intracelulares obligadas
(Rickettsiales) (2), principalmente debido a su moda-
lidad reproductiva y desarrollo, a su estructura y
morfologia cocoide, Gram negativa que depende de
la célula huésped para su requerimiento energético.

Se conoce 3 especies de Chlamydias: Chia-
mydia trachomatis, Chlamydia psittacii, y Chlamydia
pneumoniae.

Uno de los problemas mas dificiles en rela-
cion con las Chlamydias, es su diagnéstico, por lo
cual se han venido desarrollando distintas técnicas
para su aislamiento e identificacion.

Principales Métodos Utilizados en el Diagnéstico
de C. Trachomatis:

|. Métodos de aislamiento:

Inoculacién en los sistemas

susceptibles:

siguientes

- Huevos embrionados de pollo: en saco vitelino

- Cultivo en lineas celulares: Hela; Mc Coy; BHK-
21

- Animales de experimentacién, por 3 vias: intra-
peritoneal, intracraneal e intranasal.

Il. Métodos serolégicos:
- Fijacién de complemento

- Inmunofluorescencia: anticuerpos monoclonares
y anticuerpos policlonales.

- Enzimoinmunoensayo (Elisa)
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Actualmente se ha venido implementado
ademds una serie de procedimientos rapidos, aplica-
bles directamente a la muestra:

- Inmunofluorescencia directa
- Elisa
- Hibridazion del ADN

- Reaccién en cadena de la polimerasa (PCR) o
amplificacién genética.

Otros microorganismos que estin seriamente
involucrados en patologfas del tracto genital, también
objeto de estudio, son Mycoplasma spp.

Dienes y Edsall fueron los primeros en men-
cionar, en 1937, los microorganismos del tipo de la
pleuroneumonia (PPLO) a partir de un proceso
patolégico en el hombre.

En 1953 diversos autores demostraron la co-
lonizacién de la membrana de la mucosa del tracto
genital y urinario del hombre y de la mujer por el
Mycoplasma hominis y el Ureaplasma urealiyticum.

Fue Shepard, quien reconocié el Ureaplasma
en humanos, en [954, al descubrir un Mycoplasma
que producia colonias pequefias sobre agar y lo de-
nomind formas T PPLO. En 1974, observé la capaci-
dad de este género de metabolizar la trea y lo re-
clasificé como Ureaplasma urealiyticum.

Desde entonces, se ha estudiado el papel de
estos microorganismos, que se pueden desarrollar
en medios de cultivos de rutina, aisldindose en infec-
ciones del tracto genital, urinario, respiratorio, en
infecciones de heridas; como contaminantes de culti-
vos de tejidos y en el huésped animal, aparte del
hombre.

Particularmente  Mycoplasma  hominis vy
Ureaplasma urealyticum, se consideran agentes etio-
l6gicos de complicaciones severas en el tracto geni-
tal alto, enfermedad inflamatoria pélvica, endometri-
tis, infertilidad, etc. Sin embargo, su participacion en
las infecciones, tanto cervicales como vaginales, es
controversial, al igual que ocurre con la Gardnerella
vaginalis, ya que integra en baja concentracion la
flora normal.

Los Mycoplasmas, son las formas celulares
de vida libre mas pequefia que se conoce, pertene-
cen a la familia Mycoplasmataceae, géneros Myco-
plasma y Ureaplasma. Se diferencias de otras bacte-
rias, porque carecen de verdadera pared celular y
por o tanto, no son sensibles a ciertos antibiéticos
como la penicilina, caracteristica ésta, que se utiliza
para inhibir el crecimiento de microorganismos con-
taminantes, cuando se realizan los cultivos de Myco-
plasma.

Se conocen 4 especies diferentes de Myco-
plasmas genitales: Mycoplasma hominis, Mycoplasma
fermentans, Mycoplasma genitalium y Ureaplasma
urealyticumn. Ultimamente se ha asilade una nueva
cepa de Mycoplasma en semen y cervix humano, lla-
mada Mycoplasma spermatophilum (22)

Son los microorganismos mas pequefos, ca-
paces de autorreproducirse, son procariotas, pleo-
mérficos y muchas especies requieres esteroles y
acidos grasos para su desarrollo.

Con respecto a los procedimientos que se
han venido desarrollando, para evidenciar el reco-
nocimiento de Mycoplasma, se pueden mencionar los
siguientes:

. Métodos de aislamiento:
- Cultivos;

- Caldo PPLO con 1% de agar purificado

- Caldo PPLO con arginina y Urea como sustrato
(Férmulas C.D.C., Atlanta).

- Mycoplasma Lyo (Biomérieux)
Il. Métodos seroldgicos
- Fijacién del complemento
- Hemaglutinacién pasiva o indirecta
- Métodos inmunoenzimdticos (Elisa)
- Determinacién de aglutininas frias
- Inmunoinfluorescencia indirecta
[Il. Métodos de identificacién
- Inhibicion del crecimiento por antibidticos

- Inhibicién del crecimiento por el antisuero
homélogo.
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- Por hibridizacién del ADN, mediante sondas ge-
néticas.

- PCR o reaccién en cadena de la polimerasa o
amplificacién genética.

OBJETIVOS

Objetivo General

Demostrar la presencia de Chlamydia tra-
chomatis y Mycoplasma spp., en mujeres que utilizan
Dispositivo Intrauterino (DIU) y su prevalencia
como agentes causales de cervicitis y endocervicitis.

Objetivos Especificos

|- Demostrar la incidencia de Chlamydia trachomatis
y Mycoplasma spp., en mujeres portadoras de Dis-
positivo Intrauterine (DIU), en el Médulo La
Candelarria, Tinaquillo.

2- Relacionar la Chlamydia trachomatis y Mycoplasma
spp., con la cervicitis y endocervicitis en mujeres
portadoras de Dispositivo Intrauterino (DIU).

MATERIALES Y METODOS

a. Toma de la muestra

Durante el periedo abril-mayo 1992, se llevé
a cabo en el moédule La Candelaria, Tinaquillo, Edo.
Cojedes, la recoleccién de 80 muestras, provenien-
tes de mujeres con Dispositive Intrauterino (DIU),
las cuales presentaban flujo vaginal para el momento
de la toma de la muestra.

A todas las pacientes se les llend una en-
cuesta, y se les dieron instrucciones precisas para la
toma correcta de la muestra:

|- Evitar tomar antibiético, por lo menos 7 dias an-
tes del examen.

]
"

Para el dia de la cita, no presentarse con menstrua-
cion.

L
L

Evitar tener relaciones sexuales el dia antes del exa-
men.

4- No practicarse ducha vaginal.

La metodologia aplicada en el estudio se di-
vidié en cuatro etapas: (i) Toma de muestra; (ii) co-
loracion de Gram; (iii) cultivo; (iv) Elisa.

Para la toma de la muestra, se utilizé la me-
todologia ginecoldgica de rutina y se tomaron los si-
guientes hisopados:

|- Hisopado exocervical, para eliminar el exceso de
exudado vaginal.

2- Hisopado del canal endocervical, para la coloracién
de Gram.

3- Hisopado del canal endocervical, para el cultivo
de Mycoplasma.

4- Hisopado del canal endocervical, para deteccién
de Chlamydia trachomatis.

A todas las muestras se le practicé la colora-
cion de Gram. Con el hisopo en el medio de trans-
porte (caldo Urea-Arginina), se inocularon los me-
dios para Mycoplasma y Chlamydia trachomatis
respectivamente.

El procedimiento de laboratorio para la de-
teccion de los citados microorganismos, incluyé es-
tudios morfolégicos, caracteristicas bioquimicas, cul-
tivos y enzimoinmuneensayo (Elisa).

b. Diagnéstico de Chlamydia trachomatis

Para el diagnostico de Chlamydia trachomatis,
se utilizdé el método "Ortho Chlamydia Antigen Elisa
Test", el cual provee de un medio de transporte para
el correcto traslado y conservaciéon de la muestra:
Ortho Female Chlamydia Antigen Transport (15).

El sistema incluye dos hisopos para la toma
de la muestra endocervical y un tuboc con bufer
transporte que contiene 0,1 ml de solucién salina
fosfatada (PBS) 0,05 M; 0,005% de antimicrobiano y
0,01% de preservativo.

Procedimiento:

|- Para eliminar el exceso de exudado vaginal, se
utilizé un hisopo de algodén.

2- Se insertd el segundo hisopo en el endocervix,
rotandolo por espacio de |10 segundns. Se tratd
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de evitar la contaminacién con las paredes vagi-
nales, al momento de retirarlo.

Se colocd el hisopo en el tubo transporte
poniéndolo en contacto con el bufer y
tapindolo herméticamente.

Se identificd la muestra

Se conservé a temperatura ambiente, cuando se
analiz6 en las 48 horas siguientes, o se refrigeré
a2-B°C (ocongeléa-20 "C) hasta un méxi-
mo de 7 dias, cuando no se pudo procesar de
inmediato.

Prueba de Ortho Chlamydia Antigen Elisa: para
este procedimiento se utilizaron todos los reac-
tivos y pasos recomendados por los fabricantes

(15):

a. Se extrajeron todas las muestras de pacien-
tes y controles, usando el bufer de extrac-
cion adecuado y mezclando por 3 a 5 segun-
dos.

b. Se incubaron las muestras de 15 a 60 minu-
tos a temperatura ambiente,

¢. Se mezclaron las muestras extraidas, por 15 se-
gundos.

d. Se pipetearon |00 landas del control y de las
muestras de los pacientes, en las microceldas
asignadas.

e. Se incubé durante 60 minutos, a temperatura
ambiente.

f. Se lavé 3 veces, incubando exactamente |
minuto en cada lavado.

g. Se anadieron |00 landas de anticuerpo de-
tector (azul) a todas las microceldas, exclu-
yendo el Blanco.

h. Se incubaron por 30 minutos, a temperatura
ambiente.

i. Se lavaron 3 veces, incubando exactamente |
minuto en cada lavado.

j- Se anadieron 100 landas de anticuerpo con-

jugado (amarillo) a todas las microceldas,
excluyendo el Blanco.

K. Se incubaron por 30 minutos, a temperatura
ambiente.

l. Se lavé 5 veces, incubando exactamente
minuto en cada lavado,

m. Se afiadieron 100 landas del sustrato fresco a
todas las microceldas, incluyendo el Blanco.

n. Se incubaron por 30 minutos a temperatura
ambiente.

o. Se ahadieron 100 landas de H,SO, 4N a to-
das las microceldas.

p. La lectura de las absorbancias de cada micro-
celda, se realizé a una longitud de onda de
490 nm + 2, dentro de los 30 minutos si-
guientes. Los célculos respectivos se hicie-
ron de acuero a las instrucciones de los fa-
bricantes

<. Diagnéstico de Mycoplasma spp.

Para el aislamiento e identificacion de Myco-
plasma spp., se utilizé el medio de cultive Myco-
plasma Lyo de Biomerieux (16).

La investigacién bacteriolégica de los Myco-
plasmas, se realizé tanto en medio liquido como en
medio sélido, condiciones capaces de satisfacer sus
exigencias metabdlicas, como se mencionan a conti-
nuacion:

|- una base nutritiva (agar) que contiene:
- peptonas y extracto de lavadura

- suero de caballo, como aporte de lipoproteinas
indispensables.

- Factores de crecimiento: derivados aminados,
sales y vitaminas.

- Sustratos: Urea, importante en el metabolismo
de Ureaplasma urealyticum. Arginina, para el
metabolismo de Mycoplasma hominis.

2- Indicadores

- En el caldo Urea-Arginina: Rojo de Fenol. Pone
de manifiesto la variacion de pH porrespondien-
te al empleo de Urea por Ureaplasma urealyti-
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cum (rojo-naranja), y de Arginina por Mycoplas-
ma hominis (rojo frambuesa).

- En agar: el sulfato de magnesio permite identifi-
car las colonias de Ureaplasma urealyticum
(marrones).

3- Mezcla de tampén: mantiene el pH del agar en su
valor optimo (pH = 6,4) para la especie mas sen-
sible: Ureaplasma urealyticum.

4- Mezcla de antibiéticos: que actian sobre las bac-
terias Gram negativas y Gram positivas, para evi-
tar la contaminacién.

La preparacién de los medios de cultivo para
el aislamiento e identificacién de los micoplasmas, se
hizo de acuerdo a las recomendaciones de los fabri-
cantes.

Procedimiento

a. Para la toma de la muestra, se limpié cuidadosa-
mente el exocervix para eliminar la secrecién
cervical, sin utilizar antisépticos locales. Se intro-
dujo el hisopo en el canal endocervical y luego se
colocod en caldo Urea-Arginina.

b. Se tom¢é una alicuota con una pipeta estéril y se
colocaron 3 gotas de caldo sobre el agar previa-
mente secado |5 minutos a 37 °C,

c. Esta siembra se hizo sin extender el inéculo so-
bre el agar. Se dejo secar 5 minutos a tempera-
tura ambiente, incubando a 37 "C de 24 a 48 ho-
ras.

d. Los cultivos en caldos se hicieron en frascos ce-
rrados.

e, Los cultivoes en agar, se colocaron en atmésfera
anaerobica o microarerdfila.

f. Todas las siembras se incubaron a 37 "C.

g. Interpretacion: la identificacion de las especies se
orientd por el viraje del caldo (rojo - naranja;
rojo - frambuesa, amarillo - limén) y se confirmoé
por la morfologia en agar observada al microsco-
pio con objetivo de 10X, luego de 24-48 horas de
incubacion.

El papel patogenc de los Mycoplasma se admite
para un titulo > 104 UFC, es decir, un nimero de
colonias > por campo observadas al microsp|oio
con objetivo de |0x, previa coloracién de Dienes.

RESULTADOS

En el cuadro No. | hemos resumido el ni-
mero de aislamientos positivos, asi como los casos
de C. trachomatis, en mujeres portadoras de DIU. Se
comprobd que el mayor porcentaje de positividad
correspondié a U. urealyticum, con el 55,81 %.

En el cuadro No. 2 se muestra la relacién
entre la edad de las pacientes y la prevalencia de los
microorganismos evaluados. El grupo etario con
mayor positividad, fue el comprendido entre |7 y 26
afios.

En el cuadro No. 3 observamos la relacién
de crecimiento de micoplasmas a diferentes interva-

los de incubacion, la mayor eficiencia se detectd a las
48 horas.

En el cuadro No. 4 se comparan los cambios
observados en los medios de cultivo, tanto por U
urem'yticum, como para M. hominis, en los tres tiem-
pos de incubacion, con su respectivo porcentaje de
positividad.

En el cuadro Neo. 5 se demuestra la positivi-
dad para presencia de microorganismos, de acuerdo
al tiempo de uso del DIU, siendo las mayores cifras
entere 0 y | afio (45,2%).

En el cuadro No. 6 se presenta la relacién
entre tiempo con DIU y tipo de bacterias detecta-
das.

En el cuadro No. 7 se observa la relacion en-
tre tipo de DIU y presencia de microorganismos,
siendo el mayor porcentaje en los casos que porta-
ban T de cobre.
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AISLAMIENTO DE Mycoplasmas spp ¥ RELACION ENTRE CRECIMIENTO
Chlamydia trachomatis EN MUJERES ‘DE Mycoplasmas spp Y
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CASOS POSITIVOS SEGUN
TIEMPO CON DIU
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CUADRO N*® 5.

RELACION ENTRE TIEMPO CON DIU
Y MICROORGANISMOS AISLADOS
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CUADRD N* 8.

RELACION ENTRE EL TIPO DE DIU
Y MICROORGANISMOS AISLADOS
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CUADRO N* 7.

DISCUSION

Los dispositivos intrauterinos (DIU), consti-
tuyen un meétodo de contracepcion ampliamente uti-
lizado en nuestro medio dado su alto grado de con-
fiabilidad (99,5%), que casi lo equipara a los anovula-
torios orales. Sin embargo, los DIU no son un mé-
todo inocuo y su uso puede originar diversas com-
plicaciones, entre las cuales podemos enumerar:
dolor abdominal, dolor bajo, cervicitis, fiebre y leu-
correa. Algunas pacientes presentan sélo ligeros
sintomas, mientras que otras no los refieren (4).

Los resultados del presente estudio, de-
muestran que en 80 casos estudiados, 42 fuercon po-
sitivos para Mycoplasma spp. y | para Chlamydia tra-
chomatis, lo que representa el 53,8% de la poblacién
analizada. Tal como puede observarse en el cuadro
MNo. 7, se evidencia que en el médulo La Canderalia,
el dispositivo mas utilizado es la T de cobre, lo que
representa un 77,5% de los casos estudiados.

Es importante resaltar que el microorganis-
mo que se aislé en mayor proporcion fue el
Ureaplasma urealyticum, 55,8% (cuadro No. |), de-
bido quizds a que la lesién del epitelio causada por el
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DIU, facilita la colonizacién por este microorganis-
mo. En el mismo cuadro podemos observar que el
Mycoplasma hominis se aislé en una alta proporcién
(37.2%), seguido de Mycoplasma fermentans (46,5%) y
Chlamydia trachomatis (2,32%).

Se demostré igualmente que el mayor name-
ro de casos positivos, se encontré en aquellas muje-
res cuyas edades estaban comprendidas entre 17 y
26 afios, esto representa un 57,1%, mientras que los
grupos restantes sumaron un 42,9% de los casos, a
pesar de esto la proporcién de los casos positivos

con respecto al DIU es igual para cada grupo etario
(cuadro No. 2).

El tiempo de uso del DIU, incide sobre el na-
mero de casos positivos, ya que, como se observa en
los cuadros Nos. 5 y 6, el 45,2% de las muestras que
resultaron positivas, se hallé entre las pacientes que
han usado DIU en un tiempo que va de 0 a | afio, sin
embargo no existe relacion significativa entre estas
dos variables.

De nuestros resultados se deduce que los
Mycoplasmas crecieron bien tanto a las 24, 48 y 72
horas, sin embargo podemos obtener mejor creci-
miento a las 48 horas (cuadros Nos. 3 y 4).

CONCLUSIONES

|- En los pacientes que usaron DIU, entre 0 - |

anos, se hallé el mis alto indice de postividad
(45,2%).

2- La presencia del microorganismo aislado es inde-
pendiente del tipo de DIU que se use.

3- No se hallé ninguna relacién entre la edad y el
microorganismo aislado.

4- No existe asociacién entre Chlamydia trachomatis
y Mycoplasma spp.

5- Entre los mycoplasmas, el Ureaplasma urealyticum
fue el aislado en mayor porcentaje (30%).

6- Es indispensable el uso de la coloracién de Dienes
para poner en evidencia las colonias de myco-
plasmas.
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afios”, son:
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