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Resumen

Objetivo: estudiar el curso natural de las infecciones por Chlamydia trachomatis (C. trachomatis) y su
asociacién con el virus del papiloma humano (vpH) en mujeres bogotanas con citologia normal, duran-
te un periodo de cinco afios.

Metodologia: se analizaron 82 mujeres positivas para C. trachomatis a intervalos de seis meses. En
cada visita se realizé un cepillado cervical para hacer la deteccién del pldsmido endégeno de
C. trachomatis con el uso de los iniciadores especificos Bio PL6.1/PL6.2 y, para la deteccién de VPH,
con los iniciadores Bio GP5+/GP6+, mediante el desarrollo de un PCR-EIA. De estas mujeres, 18
(21,9%) fueron positivas para VPH genérico, 13 (15,8%) de las cuales tuvieron VPH de alto riesgo y
5 (6,1%) VPH de bajo riesgo.

Resultados: durante el seguimiento, el VPH genérico no se asocié con la eliminacién o persistencia de
la infeccion por C. trachomatis (RR 0,96 IC 0,6-1,4). Asi mismo, los tipos virales de VPH de alto
riesgo (RR 0,92 IC 0,5-1,5) y de bajo riesgo (RR 0,95 IC 0,5-1,7) tampoco se asociaron con la elimi-
nacién de la infeccién por C. trachomatis. Después de cuatro afios de seguimiento, 6% de las mujeres
infectadas por C. trachomatis atin no habian superado la infeccién.

Conclusion: en este estudio se observé un bajo porcentaje de infecciones persistentes por C. trachomatis
después de cuatro afios de seguimiento, y el VPH no fue un factor de riesgo para la persistencia o
eliminacidn de las infecciones por este germen.
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Infecciones por Chlamydia trachomatis y su asociacion con el virus del papiloma humano: un estudio de seguimienio

Chlamydia trachomatis infections and their association
with the human papilloma virus (HPVv) in a cohort study

Abstract

Objective: To study the natural course of C. trachomatis infections and their association with the
human papilloma virus (HPV) in women with normal cytology, from Bogotd, during a 5-year period.
Methodology: Eighty-two women who were positive for C. trachomatis at the start of the study were
studied at 6-month intervals. At each visit, a cervical scrape was collected for C. trachomatis endogenous
plasmid and HPV detection by PCR-EIA by using the specific primers Bio PL6.1/ PL6.2 y Bio GP5+/
GP6+, respectively.

Results: Among 82 positive women for C. trachomatis, 18 (21.9%) were positive for generic HPV, 13
(15.8%) of them infected with high-risk types, and 5 (6.1%) with low-risk types. The infection with
generic HPV was not associated with an increased rate of C. trachomatis clearance (RR 0.96 CI 0.6-
1.4). Likewise, high-risk (RR 0.92 CT 0.5-1.5) and low-risk types (RR 0.95 CI 0.5-1.7) were not
associated with C. trachomatis clearance. After 4 years of follow-up, 6% of the women had not cleared
the C. trachomatis infection.

Conclusions: In this follow-up study, a low percent of C. trachomatis infections persists after 4 years
of follow-up, and a clear association between HPV infections and C. trachomatis clearance was not

observed.

Key words: HPV, C. trachomatis, cohort studies, Colombia.

Introduccion

La Chlamydia trachomatis es una bacteria
intracelular obligada, no mévil y patégena, que se ca-
racteriza por ser uno de los agentes mds comunes de
transmision sexual en el mundo (1,2).

Cerca del 70% de las infecciones por C. trachomatis
son asintomdticas y pueden causar complicaciones
severas, como enfermedad inflamatoria pélvica (10%-
16%), infertilidad (6%-21%), dolor pélvico (18%-24%)
y embarazo ectépico (7%-9%) (1,2). Se sugiere que C.
trachomatis podria ser un cofactor del desarrollo de
cancer de cuello uterino, y algunos estudios muestran
una asociacién epidemiolégica entre la presencia de
anticuerpos contra C. frachomatis y las lesiones cervi-
cales (3-6); sin embargo, su papel en el desarrollo de
este tipo de lesiones atin no es claro.

El virus del papiloma humano (VPH) es el principal
factor de riesgo asociado con el desarrollo de lesiones
cervicales de alto grado y cancer de cuello uterino, y
algunos estudios de corte transversal muestran una dé-
bil asociacién entre C. trachomatis y VPH (7-8). En la
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actualidad hay pocos estudios de seguimiento sobre el
curso natural de las infecciones por C. trachomatis (9-
12) y no hay reportes de seguimiento en los cuales se
analice su asociacién con el VPH, razén por la cual se
necesita realizar un mayor nimero de investigaciones
para avanzar en el conocimiento de las infecciones por
C. trachomatis en términos de transmision, elimina-
cién, complicaciones y factores de riesgo asociados (6).

La infeccién por C. trachomatis es uno de los fac-
tores de riesgo que estamos revisando en un estudio de
cohorte realizado en mujeres de bajos recursos econo-
micos, en el cual se estudia la historia natural de la
infeccién por VPH y el papel de otros factores de ries-
go asociados con el desarrollo de cancer de cuello ute-
rino. Los resultados sobre la infeccién por C.
trachomatis en la linea de base del estudio mostraron
una prevalencia del 5,3%, y los principales factores de
riesgo asociados con la infeccion fueron el nimero de
compafieros sexuales y la infeccién por multiples tipos
de VPH (13).




En este reporte se presentan los resultados de mu-
jeres positivas para C. trachomatis en la linea de base
del estudio a quienes se les hizo un seguimiento por un
periodo de cinco afios y se analiza el papel del vpH como
factor de riesgo para la persistencia o eliminacién de
las infecciones por C. trachomatis.

Materiales y métodos
Pacientes y diseiio del estudio

El disefio del estudio fue descrito en mds detalle
por Molano et al. en el afio 2000 (14). Entre noviembre
de 1993 y noviembre de 1995, el Instituto Nacional de
Cancerologia realizé un censo en cuatro diferentes cen-
tros de salud de Bogotd (Colombia). Dos mil mujeres
en edades entre 18 y 85 afios fueron identificadas al
azar e invitadas a participar. Ademas, 200 mujeres en
edades entre los 13 y 17 afios que asistian a Profamilia
para recibir orientacién sexual fueron incluidas en el
estudio. Al comienzo del estudio, todas las mujeres res-
pondieron un cuestionario detallado y asistieron a una
consulta ginecoldgica en la cual se les realiz6 un cepi-
llado cervical para hacer un andlisis citoldgico y para
detectar la infeccion por VPH y C. trachomatis.

Se obtuvo consentimiento escrito de todas las par-
ticipantes; los comités ético y de investigaciones del
Instituto Nacional de Cancerologia y la International
Agency for Research on Cancer (IARC) aprobaron el
protocolo del estudio. Un total de 1.995 (90,7%) muje-
res se incluyeron finalmente en el estudio. El segui-
miento consistié de una visita cada 6-9 meses, hasta
diciembre de 2000; en cada visita se realizd un cues-
tionario corto y se obtuvieron muestras clinicas de
manera similar a la forma como se habia hecho en la
primera visita. Los resultados sobre C. trachomatis 'y
VPH no se conocieron durante el seguimiento y no in-
fluyeron en el manejo clinico.

El andlisis descrito aqui es un estudio anidado de la
cohorte inicial, en el que se seleccionaron 82 mujeres
con citologia normal mediante un muestreo no probabi-
listico,; quienes fueron positivas para C. trachomatis en
lalinea de base, y tuvieron al menos una visita de segui-
miento, y a quienes se les hizo un seguimiento por un
periodo de cinco afios con el fin de analizar el curso na-
tural de la infeccién por C. trachomatis. Asi mismo, para
realizar el andlisis de la infeccién por VPH como un fac-
tor de riesgo involucrado en la persistencia o elimina-
cién de la infeccién por C. trachomatis, se tomaron las
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mujeres que en la linea de base fueron positivas para la
infeccién por VPH que también fueron positivas para
C. trachomatis y se siguieron durante el mismo periodo.

Se excluyeron mujeres del andlisis cuando usaron
antibioticos a los cuales C. trachomatis es sensible o
cuando se les realizé un diagndstico de neoplasia
intraepitelial cervical.

Recoleccion de las muestras y procesamiento

La muestras se procesaron segtin el método descrito
por Jacobs y cols. (15). Se realiz6 un cepillado cervical
que se colocé en un tubo que contenia 5 ml de solucién
salina fosfato (PBS 1x) + 0,05% tiomerosal. Las células
fueron desprendidas mediante vortéx y centrifugadas a
3.000 g por 10 minutos. El precipitado celular se
resuspendi6 en 1 ml de tampdn 10 mM Tris-HCI pH 8,3
y se almacend a —70 °C hasta su uso. Para el anilisis se
usé una alicuota de 100 pl, la cual se hirvié durante 10
minutos a 100 °C, se colocé en hielo por 2 minutos y se
centrifugé por 1 minuto a 3000 g. Se tomaron 10 pl de
esta alicuota para efectuar andlisis por pcr (16).

Deteccion del plasmido endégeno de C. trachomatis
por PCR

La deteccion de C. trachomatis se realizé como se
describi6 previamente (17). Para la amplificacién por
PCR se usaron los iniciadores especificos Bio PL6.1 y
PL6.2, dirigidos hacia un plasmido end6geno de
C. trachomatis. La PCR consisti6 en un paso de desna-
turalizacién del ADN a 95 °C por 4 minutos, seguida
de 40 ciclos de amplificacién usando un termociclador
PE 9600 (Perkin-Elmer, Ev).

Los productos de PCR biotinilados se detectaron
mediante el uso de un enzimo-inmunoensayo (EIA)
(18,19). Para definir el punto de corte, en este ensayo
se uso tres veces la media de la densidad 6ptica (DO)
de los controles negativos. Como controles positivos
se usaron diluciones de C. trachomatis L2 ADN (20),
con un nivel de sensibilidad de 0,01-0,1 unidades forma-
doras de inclusiones (IFU).

Deteccion de veH por PCR

La deteccidn del VPH se realiz6 mediante el uso de
los iniciadores GP5+/GP6+, que amplifican para un
fragmento de 140 pb, y por medio del EIA para la tipifi-
caci6n de 37 diferentes tipos de VPH (16,18). A las
muestras positivas para VPH genérico se les realiz6 un
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analisis especifico de grupo usando una mezcla de son-
das para VPH de alto y bajo riesgo. La mezcla de son-
das de alto riesgo consistié en oligosondas especificas
para VPH16, 18, 31, 33, 35, 39, 45, 51, 52, 56, 58, 59,
66 y 68. La mezcla de sondas de bajo riesgo se realiz6
con oligosondas especificas para VPH6, 11, 40, 42, 43,
44, VPHS82 (MM4), VPH83 (MM7), VPH34 (MMB8),
ISO39, VPH71 (CP8061), CP6108, VPHS1 (CP8304),
Y VPH26, 34, 53, 54, 55,57, 61,70, 72 y 73. Las mues-
tras positivas para estos grupos se analizaron en otro
EIA usando oligosondas especificas para cada uno de
los 37 tipos-de VPH (15). ’

Métodos estadisticos

La fecha de eliminacién de la infeccidn se definié
como la duracién media del intervalo entre un examen
positivo para C. trachomatis y uno negativo. La fun-
cién de supervivencia, que describe la probabilidad de
que una infeccién por C. trachomatis se haya elimina-
do en funcidén del tiempo, se estimé mediante el méto-
do de andlisis de Kaplan-Meier. E1 VPH se analizé como
un factor potencial asociado con la persistencia o la
eliminacién de la infeccién por C. trachomatis. Ade-
més se realizd un andlisis de regresion de Cox para es-
timar los riesgos relativos (RR) ajustados por edad y
los intervalos de confianza del 95% en la eliminacién
de la infeccion por C. trachomatis de acuerdo con la
infeccién por VPH. Se utiliz6 el paquete STATA para
llevar a cabo los andlisis estadisticos.

Resultados
Caracteristicas de la cohorte

En el andlisis se incluyeron 82 mujeres con citologia
normal y con una o mas visitas de seguimiento. El tiem-
po medio del seguimiento fue de 5,7 afios y el interva-
lo medio entre visitas fue de 8 meses. En total se anali-
zaron 544 muestras durante todo el seguimiento.

La tabla 1 muestra algunas de las caracteristicas de
la poblacién del estudio. El 57,3% de las mujeres tenfan
m4s de 30 afios de edad al inicio del estudio, 39% tenian
un nivel de educacién intermedio, 82,9% reportaron
haber tenido un compatfiero sexual durante toda su vida
y 47,6% reportaron haber usado alguna vez anticon-
ceptivos orales. De las 82 mujeres positivas para
C. trachomatis al inicio del estudio, 21,9% lo fueron
para VPH genérico, de las cuales 15,8% fueron infec-
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tadas con VPH de alto riesgo y 6,1% con VPH de bajo
riesgo (tabla 1).

Tabla 1. Caracteristicas principales de la pobla-
cion del estudio.

Variables N %
Edad

< 30 afios 35 42,7
> 30 afios 47 57,3
Educacion

Baja 27 32,9
Media 32 39,0
Alta 23 28,1
Nimero de compafieros

sexuales estables

1 63 82,9
2 13 17,1
Uso de anticonceptivos orales

Alguna vez 39 47,6
Nunca 43 52,4
VPH genérico™

Neg. 64 78,1
Pos. 18 21,9
vph

Neg. 64 78,1
Bajo riesgo 5 6,1
Alto riesgo 13 15,8

* VPH genérico: 37 diferentes tipos de VPH.

Andlisis de seguimiento de las mujeres infectadas por
C. trachomatis

El 46,2% de las infecciones fueron persistentes a
un afio de seguimiento y un 6% lo fueron a 4 aflos (gra-
fico 1). Aunque el tiempo medio de seguimiento fue
mayor a 5 afios, el mimero de mujeres en riesgo de
resolver la infeccién por C. trachomatis no permitié
estimar con precision la probabilidad de persistencia
después de 4 afios.

El analisis de VPH como un factor de riesgo para la
eliminacién de C. trachomatis no mostré asociaciones
significativas: no se observaron diferencias en la eli-
minacion de la infeccién por C. trachomatis entre mu-
jeres positivas para VPH genérico'y mujeres negativas
para el virus (gréfico 2). Asi mismo, cuando se realizé
el andlisis de acuerdo con los tipos virales de alto y




bajo riesgo, tampoco se observaron diferencias signifi-
cativas (grafico 3). Finalmente, al comparar a las mu-
jeres que tenian infecciones miltiples por VPH con las
que tenfan infecciones simples, tampoco se encontra-
ron diferencias significativas en la eliminacién de la
infeccién por C. trachomatis.

La tabla 2 muestra los riesgos relativos ajustados
por edad y el intervalo de confianza de 95% en la eli-
minacién de C. trachomatis de acuerdo con la infec-
cién genérica por VPH y de acuerdo con los tipos
virales. Ninguno de estos factores fue asociado en forma
significativa con la probabilidad de eliminar la infeccién
por C. trachomatis.

Grafico 1. Infecciones persistentes por C. tracho-
matis durante el estudio de seguimiento. La linea
media muestra la persistencia general de C. tracho-
matis a lo largo del seguimiento.
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Grafico 2. Persistencia de C. trachomatis segin
infeccién genérica por VPH.
Log-rank: p = 0,8559
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Grafico 3. Persistencia de C. trachomatis segin
tipos virales de VPH de alto y bajo riesgo.
Log-rank: p = 0,9782
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Tabla 2. Riesgos relativos e intervalos de confian-
za del 95% en la eliminacién de infecciones por
C. trachomatis en mujeres con citologia normal,
de acuerdo con la infeccion por VPH.

Deteccidn de VPH RR ajustado por edad
RR 95% IC

VPH genérico*

Neg. 1

Pos. 0,93 0,6-1,4

VPH

Neg. 1

Bajo riesgo 0,95 0,5-1,7

Alto riesgo 0,92 0,5-1,5

RR: riesgo relativo
IC: intervalo de confianza
*VPH genérico: 37 diferentes tipos de VPH.

Discusion

Este estudio mostré que el 94% de las mujeres con
citologia normal habfan eliminado la infeccién por
C. trachomatis después de 4 afios de seguimiento.

Hay algunos estudios en humanos, modelos anima-
les y sistemas in vitro en los que se observa persisten-
cia de las infecciones por C. trachomatis (11,19,21-
25). Sin embargo, el mecanismo usado por C. tracho-
matis para persistir atin es desconocido.

3
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En este estudio, el 53,8% de las infecciones por
C. trachomatis se habian eliminado a un afio de segui-
miento; estos resultados estdn de acuerdo con otros re-
portes en los que se han mostrado porcentajes similares
de eliminacién de C. frachomatis después de un afio de
seguimiento (9,12,19,25). Sin embargo, en nuestro
estudio se observa que adn después de 4 afios de
seguimiento hay un porcentaje de mujeres con infeccién
persistente por C. trachomatis, informacién que no se
habfa reportado antes debido a que los estudios realiza-
dos hasta el momento tenian periodos de seguimiento
menores de 2 afios (9,12,19, 25). Estas mujeres podrian
tener un mayor riesgo de sufrir complicaciones severas
debido al largo tiempo de infeccion. Hillis y cols., en un
estudio retrospectivo realizado en 1997, mostraron que
mujeres con infecciones recurrentes por C. trachomatis
presentaban un mayor riesgo de tener un embarazo
ectdpico, infertilidad o enfermedad inflamatoria pélvica,
cuando se compararon con mujeres que tuvieron un cor-
to episodio de infeccién (10). Es importante anotar que
los compafieros sexuales pudieron ser un factor impor-
tante para la persistencia o reinfeccién por C.
trachomatis; infortunadamente, de ellos no se tiene nin-
gtn tipo de informacion.

C. trachomatis es sensible a tratamientos con tetraci-
clina, macrélidos y fluoroquinolonas, los cuales pue-
den contribuir a su eliminacién. En este estudio, 9
mujeres usaron antibiéticos durante el seguimiento,
aunque todas los emplearon cuando la infeccién por
C. trachomatis ya habia sido eliminada. Los resultados
fueron similares cuando se excluyeron estas 9 mujeres
del estudio.

En un estudio de prevalencia de C. trachomatis en la
linea de base de esta poblacion se habia observado una
asociacion entre C. trachomatis y VPH en mujeres que
tenfan infecciones multiples por este dltimo (13). Sin
embargo, en este estudio de seguimiento el VPH no pa-
rece ser un factor de riesgo involucrado en la persistencia
o la eliminacién de la infeccién por C. trachomatis, 1o
que podria indicar que la asociacién observada al inicio
del estudio se debe, mds que a otros factores, a la pre-
sencia de estos agentes como marcadores de actividad
sexual. No obstante, es necesario aclarar que el niimero
de mujeres seguidas y que tuvieron infecciones multi-
ples por VPH fue bajo, lo que impide sacar conclusiones
definitivas. Ademas, es importante tener en cuenta que
en el presente estudio no se incluyeron las infecciones
incidentes por C. trachomatis o por VPH que pudieron
presentarse durante el seguimiento, datos que podrian
ser interesantes para la interpretacién de la asociacién
entre estos agentes.

En conclusion, en este estudio de seguimiento se mues-
tra que hay un porcentaje bajo de infecciones por C.
trachomatis que persisten por un largo periodo, sin obser-
varse una asociacion clara entre la infeccién por VPH y la
eliminacién de las infecciones por C. trachomatis.
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