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RESUMEN

El objetivo de este estudio fue la investiga-
cién de la incidencia de micoplasmas y clamidias en
diferentes patologias del tracto genital femenino. En
un periodo de 6 afios (enero 1985 a diciembre de
1990) se evaluaron 372 pacientes y 50 controles (C)
asintomdticos. Las mismas correspondieron tanto a
consulta privada como hospitalaria; las edades estu-
vieron comprendidas entre |19 y 45 afios, con una
media de 26,4 para el primer grupo. Para el segundo
grupo (C) las edades estuvieron entre 18 y 45 afios,
con una media de 25,8. Las muestras tomadas fue-
ron: hisopados endocervicales para los casos de:
cervicitis (40), displasia (40), esterilidad (200), leuco-
rrea (80) y grupo control (50). En los casos de en-
dometritis (|2) se tomd ademas biopsia de endome-
trio. Para la investigacion de micoplasmas (M) se ob-
tvo adicionalmente, hisopado vaginal en todas las
pacientes.

El diagnoéstico de Chlamydia trachomatis (Ct)
se realizdé tanto por un método inmunoenzimdtico
(Chlamydiazyme), como mediante la técnica de in-
munofluorescencia directa (MicroTrak), mientras
que los micoplasmas, incluyendec el género

Ureaplasma, se hizo por cultivos en los medios re-
comendados por el CDC de Atlanta.

Los resultados demostraron los siguientes
porcentajes de positividad en los especimenes
evaluados:

AGENTE  LEU

ESTE DISF CERVY ENDO ENDO CON
EVALUADO Hes  biopsia
Clamidias a5 52 25 27 50 7 10
Micoplasmas 50 &l 55 50 75 8 40
Ambos 13 I 0 0 8 0 0

LEYENDA: LEU: Leucorrea; ESTE: Esterilidad; DISP: Disphsiaz; CERY: Cervicitis:
EMDO: Endometritis; COMN: Controbes

Dichos valores nos demuestran la importan-
cia del diagnostico diferencial de ambos microorga-
nismos, pues la patologia ocasionada por ellos puede
ser causada también por otros agentes de transmi-
sion sexual, tanto bacterianos como virales.

INTRODUCCION

Las enfermedades de transmisién sexual
(ETS) son procesos infecciosos complejos, en los
cuales estin asociados numerosos microorganismos,
constituyendo hoy dia un serio problema de salud
publica, tanto en los paises industrializados como en
los en via de desarrollo.

Entre los agentes mds importantes, causantes
de ETS, entendiendo este término en su mas amplio
sentido (en relaciones tanto heterosexuales como
homosexuales e inclusive las orogenitales), tenemos:

- Micoplasmas: Ureaplasma urealyticum, M. hominis,
M. genitalium y M. spermatophilum.
- Hongos: Candida albicans.

(*) Resumen del trabajo que se hizo acreedor al Premio Cientifico: IV JORNADAS DEL LABORATORIO METROPOLITANO
(I} Cétedra de Microbiologia, Facultad de Odontologia, UCY y Laboratorio Clinico Microbiolégico Loyola, Caracas.
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- Virus: Herpes simple | y 2, papiloma virus huma-
no (VPH), citomegalovirus (CMV), hepatitis A y
B, molluscum contagiosum, virus de la inmunode-
ficiencia humana (VIH).

- Protozoarios: Trichomonas vaginalis, Giardia lam-
blia, Entamoeba histolitica.

- [Ectopardsitos: Sarcoptes scabiei (escabiosis o©
sarna), Phthirus pubis (pediculosis pubica).

No obstante la amplia gama de microorga-
nismos mencionados, los agentes de mayor inciden-
cia en la actual década, son: N. gonorrhoeae, C. tra-
chomatis, U. urealyticum, M. hominis y virus herpes
simple.

Sin embargo en este estudio nos limitaremos
a evaluar la frecuencia con la cual encontramos tanto
las clamidias como los micoplasmas en ciertas pato-
logias del tracto genital femenino.

A continuacién presentamos un esquema
donde se representan las principales infecciones cla-
midiales que pueden presentarse, tomando como si-
tio de diseminacién las vias genitales (I):

UNG PROSTATITIS
INFECCION UPG EPIDIDIMITIS
EM EL SINDROME DE REITER
HOMBRE CONJUNTIVITIS
INFECCION GEMITAL SUBCLINICA
URETRITIS/CISTITIS
INFECCION CERVICITIS
SALPINGITIS/INFERTILIDAD
EM LA DISPLASIA?
MUJER CONJUNTIVITIS
INFECCION GENERAL SUGCLINICA
COMJUNTIVITIS
INFECCION NEUMONIA
EN EL VAGINITIS
NINO GASTROEMNTERITIS

Como podemos ver, la infeccién clamidial
del cérvix uterino es la fuente de infeccién, tanto
para el hombre, como para el neonato, asi como
complicaciones en la propia portadora, tales como:

uretritis/sindrome uretral, cistitis/piuria aséptica, bar-
tolinitis, vaginitis, cervicitis, etc.

Las secuelas que a su vez, pueden derivarse
de la cervicitis clamidial, la patologia més importante
asociada a C. trachomatis en la mujer, son: ero-
sion/cervicitis folicular, displasia, endometritis, salpin-
gitis/lenfermedad inflamatoria pelviana, perihepatitis
(sindrome de Fitz-Hugh-Curtis), conjuntivitis de in-
clusién, artritis/sindrome de Reiter; ademds de las
consecuencias que pueden presentarse en relacién
con el embarazo: infertilidad, aborto (primer trimes-
tre), nacimiento prematuro, contaminacién del neo-
nato, infecciones post parto y post aborto, etc. ().
La cervicitis clamidial fue identificada por primera
vez, en madres que tuvieron hijos con conjuntivitis, y
posteriormente en parejas sexuales de hombres con
uretritis no gonocéccica (2). También ha sido am-
pliamente demostrado que a partir de la mucosa
cervical, la infeccion puede diseminarse al endome-
trio y trompas de Falopio. La infertilidad debida a
oclusién tubdrica, es también una secuela de la sal-
pingitis, habiéndose comprobado que el 17% de las
mujeres con una o mas infecciones tubaricas, pre-
sentan esa patologia (2).

En cuanto a los micoplasmas, suelen catalo-
garse como parte de la flora normal del tracto geni-
tourinario femenino, por lo cual no resulta facil de-
cidir en qué ocasiones pueden tener un papel paté-
geno. Sin embargo hay claras evidencias de que U.
urealyticum es responsable de un alto porcentaje de
los casos de uretritis no gonocéccica, no clamidial,
asi como de ureo-prostatis y epididimitis.

En el sexo femenino dicha especie esti aso-
ciada al sindrome uretral, infertilidad, coricamnionitis,
mortinatos, neonatos de bajo peso al nacer, etc.. Por
otra parte, M. hominis puede ocasionar: enfermedad
inflamatoria pelviana (EIP), fiebre post aborto y post
parto, pielonefritis, vaginosis y cervicitis (3, 4, 5).

PACIENTES, MATERIALES Y METODOS
Pacientes y muestras

Las pacientes incluidas en esta evaluacién
pertenecian tanto a consulta privada como hospita-
laria; las edades oscilaron entre |9 y 45 afios, con
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una media de 26,4. Este estudio incluye un periodo
de 6 afios, comprendidos entre enero de 1985 y di-
ciembre de 1990. El nimero de mujeres con
patologia genital fue de 372, distribuidas asi: 80 con
leucorrea, 200 con esterilidad, 40 con displasia, 40
con cervicitis y 12 con endometritis. Ademdis se
incluyé un grupo control, constituido por 50 mujeres
asintomaticas, desde el punto de vista genital, con

edades comprendidas entre 18 y 40 afos, con una
media de 25,8.

a. Grupo con leucorrea: 80 pacientes que acudieron
a consulta de planificacion familiar; se selecciona-
ron las que no tenian lesion cervical aparente
(evaluacion colposcopica), pero si abundante se-
crecion vaginal; la mayoria venian con diagnéstico
de vaginosis.

b. Grupo con esterilidad: 200 pacientes con incapa-
cidad para fecundar; no se incluyeron mujeres
con infertilidad. Se consideraron tanto los casos
de esterilidad primaria como secundaria, de por
lo menos un afio de evolucién, sin lesién cervical
aparente y sin leucorrea.

¢. Grupo con displasia moderada: 40 pacientes
diagnosticadas por citologia previa, en las cuales
el Papanicolau demostré células intermedias in-
maduras y parabasales escamosas menos madu-
ras; algunas presentaron ademads leucorrea, dispa-
reunia y/o disuria.

d. Grupo con cervicitis: 40 pacientes que llenaron
los siguientes requisitos: al examen macroscépico
demostraron presencia de un area enrojecida
friable alrededor del cuello uterino, con secrecién
endocervical purulenta; no evidenciaron cambios
citologicos sugestivos de infeccion por virus
herpes simple (VHS) ni por VPH, en el
Papanicolau del frotis endocervical. Al examen
colposcopico, la mayoria presentd ectopia
edematosa, con zona de transformacién de
aspecto folicular.

e. Grupo con endometritis: |2 pacientes con diag-
néstico clinico de endometritis, en las cuales se
comprobé dolor abdominal, sangramiento inter-
menstrual, temperatura corporal por encima de
38 "C, elevacion del contaje de leucocitos y de la
velocidad de sedimentacién globular, ademds de

comprobarse en la biopsia la presencia de células
plasmaticas. En este grupo de pacientes se toma-
ron tanto muestras vaginales, como endocervica-
les y de biopsia del endometrio.

f. Grupo control: 50 mujeres asintomdticas que
acudieron a consulta ginecolégica de rutina, en las
cuales se cnmprubé FI'E'ViEI.I'I‘IEHtE: ausencia dE
secrecion vaginal o cualquier otro signo clinico
asociado a patologia genital.

Toma de las muestras

Las muestras tomadas para todas las pacien-
tes y controles fueron: hisopado vaginal para mico-
plasmas, y a las del grupo con endometritis se tomé
ademds material proveniente de biopsia de endo-
metrio, para la deteccidn de ambos
microorganismos. Los especimenes para diagnostico
de micoplasmas, tanto los endocervicales como los
vaginales, fueron tomados con hisopos de algodén
estériles y colocados en tubos con 2 ml de caldo
PPLO (Difco) conteniendo 2000 Ul/ml de penicilina.
Las dos muestras para determinacion de clamidia
fueron tomadas del epitelic columnar endocervical y
utilizadas para los dos métodos diagnosticos
empleados: un frotis para la inmunofluorescencia
directa, el cual se fijo con acetona, y un hisopado
que se colocd en bufer (PBS pH 7,2), para el método
inmunoenzimatico.  Todas las muestras fueron
congeladas a -20 "C hasta su procesamiento,
incluyendo las biopsias. Del total de muestras
evaluadas, 200 se procesaron para C. trachomatis por
ambos procedimientos, mientras que el resto (222),
sélo por inmunofluorescencia.

Métodos empleados para la deteccion de C,
trachomatis

- Técnica de inmunofluorescencia (Microtak): utiliza
anticuerpos monoclonales dirigidos contra la mem-
brana proteica, presentes en los |5 serotipos de C.
trachomatis, conjugados con isotiocianato de fluo-
resceina. Para la ejecucion de la tincion se siguieron
rigurosamente las normas sugeridas por los
fabricantes (7), haciéndose las observaciones al mi-
croscopio de |F, previa la evaluacion de los respecti-
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vos controles (positivo y negativo). Se consideraron
como positivas, todas aquellas muestras que dieron
|0 o mds cuerpos elementales (CE) por preparacién;
sin embargo, se tomaron como débilmente positivas,
las que tenian entre 4 y 5 CE, en concordancia con
lo reportado por otros autores (7, 8).

- Método inmunoenzimitico (Chlamydiazyme): las
muestras almacenadas a -20 “C se descongelaron a
temperatura ambiente y se mezclaron en un agitador
mecanico durante 30 segundos, luego se retird el hi-
sopo. De este material se tomé 0,2 ml para realizar
el procesamiento, segin indicaciones de los
fabricantes (6, 9); una vez concluidas las reacciones,
se midi6 la densidad optica a una longitud de onda
de 492 nm, en un espectrofotdémetro Quantum |l
(Laboratorios Abbott). Se consideraron como
positivas todas aquellas muestras cuyos calores
estuvieron = 0,1 unidades por encima del valor
promedio de las lecturas de los 3 controles
negativos, o sea el grado de admisién del aparato.
Los especimenes cuyos resultados estuvieron en un
rango proximo a dicho valor (20% por encima o por
debajo), fueron repetidas.

- Aislamiento de micoplasmas: las muestras almace-
nadas a -20 "C, fueron descongeladas a temperatura
ambiente, mezclindose en un agitador mecanico
durante 30 segundos antes de ser sembradas. Los
volimenes inoculados fueron respectivamente: 0,4
ml en 3,6 ml de medio liquido, en viales de vidrio de
4,0 ml (relacién 1:10), y de 0,1 ml por placa de Petri
de 60 mm de didmetro. Todas las muestras se
sembraron por duplicado, incubindose a 36-37 "C;
una de las placas con agar se incubé en aerobiosis
(camara humeda) y la otra en anaerobiosis (sistema
Gas Pak, BBL). Todos los medios y procedimientos
utilizados fueron los recomendados por el Center
for Diseases Control (CDC) de Atlanta (10). Para ei
aislamiento de M. hominis, se empled tanto un medio
liquido: caldo arginina pH 6,5, como placas con
medio agar suplementado; para U. urealyticum se

empled caldo Grea y agar suplementado, ambos pH
6,0.

En los dos ultimos afios de este estudio se
incluyé también el medic SP-4, para intentar el aisla-
miento de M. genitalium, de acuerdo a métodos
descritos (4, 1), en cambio no se utilizaron cultivos

para M. spermatophilum, por haber sido reportado

cuando ya la parte experimental de este trabajo
habia concluido (5).

- ldentificacion de las cepas de micoplasmas: las ce-
pas de U urealyticum se identificaron tanto por su
crecimiento en caldo con lrea, como mediante la
prueba de la ureasa, aplicando a las colonias sospe-
chosas una solucion de urea-cloruro de manganeso,
para comprobar presencia de color pardo, en casos
de positividad. Las cepas de M. hominis se identifica-
ron tanto por el metabolismo de la arginina en el
medio liquido, como por la presencia de colonias
tipicas, con aspecto de "huevo frito", en el medio
dgar.

En los cultivos en agar que presentaban
abundantes agrupaciones de células epiteliales, pro-
venientes de la muestra inoculada, se utilizé la colo-
racion de Dienes, para la mejor diferenciacién de las
colonias de micoplasmas (10).

RESULTADOS

En el examen directo, de frotis provenientes
de muestras endocervicales y tefiidos para IF, la pre-
sencia de CE de C. trachomatis se evidencid por la
presencia de pequefios puntos brillantes, regulares,
de color verde manzana, muchas veces
extracelulares, sobre un fondo pardo-rojize,
representado por las células. La concordancia entre
la IF y el MIE, fue del 100% en las 200 muestras eva-
luadas por los 2 métodos.

Los resultados de la positividlad de los
cultivos y subcultivos de U. urealyticum, fueron
evidenciados por cambios de color debidos al
incremento del pH del caldo drea, de 6,0 (amarillo) a
7,8 - 8,0 (rojo intenso - fucsia). En la prueba de
confirmacion de las cepas aisladas, comprobamos la
pigmentacion parda de las colonias, con la prueba de
la ureasa. Para M. hominis la positividad de los
cultivos se evidencié por el viraje del pH del caldo
con arginina, de anaranjado (pH 6,5) a rojo (pH 7.5),
y por la presencia de colonias tipicas de micoplasma,
con aspecto de "huevo frito", tanto en los cultivos
directos de la muestra, como de los subcultivos del
caldo-arginina positivo al medio-agar. Las colonias
dudosas, coloreadas con el método de Dienes,
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mostraron un centro de color azul intenso y la
periferia de azul claro, reteniendo el colorante
indefinidamente, no asi las colonias de bacterias y/o
los grumos de células epiteliales.

En el cuadro No. | hemos resumido los
resultados obtenidos. Como podemos observar, la
mayor incidencia de C. trachomatis la obtuvimos en el
grupo de pacientes con esterilidad, con un 52%, y la
menor en los controles, con un 10%. Para micoplas-
mas en general, los valores mayores los
comprobamos en los grupos de esterilidad y
endometritis (muestra endocervical), con el 61 y
75% respectivamente, mientras que los menores
correspondieron a los controles, con el 40%. €El
mayor grado de asociacién entre  dos
microorganismos |lo obtuvimos en las pacientes con

esterilidad, con un 25% para C. trachomatis + U.
urealyticum; con los 3 agentes, en los casos con leu-
correa, con un |3%. En relacion a las muestras
provenientes de los hisopados vaginales, tomadas
para la investigacién de micoplasmas, en casi todas
las patologias excedieron en un 10% a la positividad
en muestras endocervicales. En cambio en el grupo
control, el incremento fue sélo de un 5%.

En cuanto a la incidencia de M. genitalium, no
tuvimos mucho éxito en su deteccidn, pues si bien
incluimos el medio SP-4, en los dltimos 40
especimenes procesados (del grupo de esterilidad),
s6lo aislamos 2 cepas que suponemos tienen las
caracteristicas de dicha especie, sin embargo nos
faltan pruebas confirmatorias para su completa
identificacién.

CUADRO No. |: Incidencia de clamidias y micoplasmas en las 422 muestras endocervicales

evaluadas
MICROORGANISMOS ~ LEUCORREA ESTERILIDAD  DISPLASIA  CERVICITIS ENDOMETRITIS CONTROLES
ENCONTRADOS N =80 N =200 N =40 N =40 HEx. Biopsia N =50
N=12 N =12

C. trachomatis 28 (35) 103 (52) 10 (25) 11 (27) 6 (50) 2E0) 5(10)

Micoplasmas 40 (50) 122 (61) 22 (55) 20 (50) 2 (75) I (8) 20 (40)

U. urealyticum 38 (47) 86 (43) 17 (43) 20 (50) 5 (42) 0 15 (30)

M. hominis 20 (25) 30 (15) 5(12) 4 (10) 1(8) 0 5(10)

M.h. + U.u. 9(l1) 23 (12) 0 Z. 15 0 0 3 (6)

Cx+ L 5(6) 51 (25) 3 (4) 2 (5) 1(8) 0 2 (4)

Ct. + M.h. 2 (3) 6 (3) | {0.5) 2 (5) 0 0 0

Ll M h, 10 (13) L) 0 0 1(8) 0 0

Abreviaciones: HEx: Hisopade endocervical: N: Mo, de muestras procesadas por grupo; U.u.: Ureaplasma urealyticum; C.t.: Chlamydia trachomatis; M.

Mycoplasma hominis.

La cifra que se encuentra entre paréntesis equivale al porcentaje de positividad respectivo, y fuera del mismo el nimero de positivos por grupo.

DISCUSION

En relacién a la incidencia de micoplasmas y
clamidias en el tracto genital femenino, tanto en
muestras provenientes de varias patologias como en
controles asintomdticos, existe una amplia gama de
reportes, muchos de ellos altamente controversiales,
como podremos comprobar en el cuadro No. 2.

En nuestro pais, si bien se vienen realizando
trabajos en este campo desde hace varios afios,

tenemos pocas publicaciones a las cuales hacer refe-
rencia. Caben destacar, sin embargo, los trabajos de
Carmona y col., Borges y col.,, Vera y col,, en lo refe-
rente a patologia urogenital masculina y femenina
(12, 13, 14, |5), asi como también los de Betancourt
y col., Aure y col., Nufiez y col. en la evaluacion de
agentes involucrados en casos de esterilidad y cervi-
citis (16, 17, 18, 44).
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CUADRO No. 2: Incidencia de clamidias y micoplasmas reportada por otroa autores en
diversas patologias urogenitales femeninas

AGENTE ESTERILIDAD DISPLASIA CERVICITIS LEUCORREA ENDOMETRITIS CONTROLES
EVALUADO | %(+) | MNo.R | %(+) | No.R | %+ | NoR | %+ | No.R | %+ | NoR | %+ | Ne.Rr
CelA 0-46 | 182127 | 4-11 [313233 | 863 |133738 | 36 |12 83-91 |4647.48 | 823 |[262931,
ylo 30,34,36 39 3343,12
CelS 31-90 43-76 74 LR | - 100 17-60 | 49
43,44
Mic./ T 30-68 | 16,1728 | 4-24 |29 40-85 | 3545 60-90 | 2225 8-80 | 1623
U.u, 40-75 |29 43-76 |29 39-80 | 45 76-83 | 3548 579
M.h. 5-31 |35 46-63 | 29 7-10 | 45 21-50 2-30

Abreviaciones: C.t. | A = incidencia de C trachomatis por técnicas de aislamiento o deteccidn de antigeno, C.t. | S = presencia de C trachomatis

deternminada por serologia. Mic. / T = positividad total para micoplasmas. U.u, =

positividad para Ureaplasma urealyticum. M.h. = positividad para

Mycoplasma hominis. %(+) = porcentaje de positividad; No. R = niimero de referencia bibliogrifica citada,

En nuestro estudic no comprobamos
diferencias estadisticamente significativas entre los
diferentes grupos, a excepcion de los controles, en
los cuales tanto micoplasmas como clamidias, fueron
detectados en menores porcentajes y en mas bajas
concentraciones.

Es interesante sefialar, de acuerdo a estudios
realizados por Thompson y col. (19), que el
porcentaje de esterilidad post salpingitis (tanto
gonococcica como clamidial), es de un 20%. Asi
mismo segin Westron y col. (20), el riesgo de
esterilidad, cualquiera que sea el agente causal,
después de |, 2, 3 o mds episodios de EIP, es de |5,
35 y 75% respectivamente. Tampoco debemos olvi-
dar, al tratar de evaluar los grupos controles,
asintomdticos en apariencia, que el 50% de las
mujeres C. trachomatis positivas por cultivos, no
sufren de cervicitis.

En cambio los micoplasmas, siguen siendo un
elemento controversial en su influencia sobre casos
de esterilidad, pues segln estudios de Nagata y col.
(21), no se encontrd ninguna diferencia significativa
en la incidencia de U. urealyticum y M. hominis en los
3 grupos de pacientes evaluadas: controles, embara-
zadas y estériles, comprobando respectivamente un
62, 68 y 63% de incidencia para la primera especie y
un 6, |l y [0% para la segunda. Sin embargo,
estudios mds recientes hacen resaltar la alta
frecuencia con la cual se aislé el serotipo 4 de U

urealyticum en pacientes con EIP, en relacién al grupo
control, de 41 y 15% respectivamente (22).

Aunque la presencia de micoplasmas en el
tracto genital bajo puede considerarse en general
como “flora oportunista”, algunos autores
consideran que en los casos de vaginosis, debe
realizarse una determinacién cuantitativa de los
mismos en muestras vaginales (23). Ellos en-
contraron estrecha relacion entre el grado de
respuesta inflamatoria y la concentracidn de
micoplasmas en un estudio de 3347 muestras
cervico-vaginales. Esto quizis sea aplicable a nuestro
grupo con leucorrea, pues comprobamos altas
concentraciones del microorganismo, tanto en
muestras vaginales como endocervicales.

En relacion a la comprobacién de un 100%
de correlacion entre la positividad obtenida para C.
trachomatis, con el método de IF y el MIE, estd
dentro de los limites previamente reportados, tanto
por nosotros como por otros autores (24, 25, 26).

Concluimos que pese a lo controversial que
contintia siendo el determinar el papel patégeno de
los microorganismos evaluados en los diversos cua-
dros patologicos del tracto genitourinario femenino,
consideramos de gran importancia establecer el
diagnéstico microbiolégico de los mismos. Sélo asi
se podré diferenciarlos de los ocasionados por otros
agentes, tanto bacterianos como virales, también
asociados a esas enfermedades, facilitando asi al
médico la tarea en la seleccion del tratamiento mas
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