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RESUMEN

Chlamydia trachomatis es una de los patdgenos de transmisién sexual
que se encuentra mds ampliamente distribuido en el mundo y presenta un
ciclo de desarrollo intracelular peculiar, lo cual, hace dificil su diagndstico.
Existen varias pruebas comerciales para su deteccién pero muchas de ellas
presentan limitaciones técnicas y una disminuida sensibilidad. La técnica de
PCR por sus caracteristicas particulares ofrece una elevada sensibilidad y
especificidad para la deteccién del microorganismo. El objetivo principal de
este trabajo fue estandarizar la técnica de Reaccién en Cadena de la
Polimerasa utilizando un par de iniciadores (KL-1, KL-2) especificos para la
secuencia genética del pldsmido criptico que posee clamidia, asi como
también, compararlo con el método inmunolégico (Vidas-Chl.) utilizado para
su deteccién en la Clinica de Especialidades de la Mujer de la SEDENA en la
Ciudad de México.

Se recolectaron 98 muestras endocervicales de pacientes que
acudieron a la CEM. Se realiz6 la extraccién del material genémico a cada una
de ellas y como control de calidad de la misma se amplific6 por PCR una
regién del gen de la proteina -globina humana para cada muestra obtenida.
La amplificacién por PCR generd un fragmento de 241 pares de bases al ser
observado en geles de agarosa al 2%, cuyas condiciones O&ptimas de
amplificacién por PCR estandarizadas fueron: primero un ciclo de 94°C por 10
min.; posteriormente 35 ciclos con 94°C/ 30 seg. 60°C/ 30 seg. y 72°C/ 30 seg. y
finalmente un ciclo de 72°C/ 10 min. La cantidad minima detectable del
fragmento amplificado fue de 1 pg/ pL. Los resultados obtenidos arrojaron una
prevalencia del 20.4% cuando se utilizé la PCR; mientras que, para Vidas-Chl
se obtuvo unicamente una muestra positiva (1.02%), la cual se reporté como
indeterminada. Se considerd estadisticamente significativa (p<0.05) el hecho
de haber tenido al menos un aborto. Aunque se pudo observar que factores
como ser menor de 30 afios de edad, no utilizar método anticonceptivo de
barrera para las relaciones sexuales y mostrar algin problema de esterilidad
sumado a un antecedente de aborto puede tener relacién con la presencia de
este microorganismo. La estandarizacién de la PCR para la deteccién de
clamidia fue realizada obteniendo una sensibilidad y especificidad elevada,
ésta puede ser empleada para un mejor diagndstico de la infeccién genital por
dicha bacteria.



1. INTRODUCCION

Las enfermedades de transmisién sexual (ETS) comprenden todas las
enfermedades infecciosas en que la transmisién sexual tiene una importancia
epidemioldgica. En los tltimos afios se ha ido reconociendo su amplio
espectro clinico, asi como sus complicaciones, no sélo para el paciente y sus

parejas sexuales sino también para su descendencia.

Con la aparicién de los antibidticos y el desarrollo de la diversidad y
especificidad de los mismos, las enfermedades venéreas pudieron ser tratadas
de forma adecuada, lo que condujo a una disminucién dréastica de la
frecuencia y nimero de ellas. Sin embargo desde hace unos 30 aiios se ha ido
incrementando notablemente su frecuencia y actualmente las infecciones de
origen viral, como lo son el virus de inmunodeficiencia humana (VIH),
citomegalovirus, hepatitis ( B y C principalmente) y papilomavirus, ademads de
las bacterianas clasicas como /Neisseria gonorrhoeae y ITreponema pallidum
que, (estan en franco descenso en paises desarrollados, mientras que en paises
en subdesarrollo tienen un caracter epidémico) afectan a una gran parte de la
poblacién dado que su distribucién no es uniforme, de tal manera que, a pesar
de los diversos antibiéticos, retrovirales y otros medicamentos, la frecuencia
de dichas enfermedades es alarmante, principalmente aquellas que cursan con
procesos inflamatorios inespecificos, pasando desapercibidas por el médico y
el personal de laboratorio, quienes con frecuencia ignoran la existencia de los

microorganismos patdgenos. > 58)

La mayorfa de las ETS, cursan con procesos inflamatorios que se
clasifican como especificos cuando se determina el agente causal e

inespecifico cuando este se desconoce. (¥



Las enfermedades de transmisién sexual (ETS) figuran entre las principales
causas de enfermedad en el mundo. Durante los ultimos 30 afios su
importancia se ha acrecentado debido a su relacién con graves problemas del
aparato reproductor. Aunque la magnitud exacta del problema no es bien
conocida, en los paises industrializados al menos 1 de cada 100 personas es
consultada por una ETS, anualmente. En los paises en desarrollo éstas figuran
entre los cinco motivos mas frecuentes de consulta en los servicios de salud.
Cada afio mas de 333 millones de personas en el mundo adquieren una de
ellas, la mayoria de las cuales son previsibles y curables. En muchos casos,
éstas infecciones permanecen asintomdticas y sin tratamiento, con riesgo de
contagio a otros individuos y con la posibilidad de ocasionar serios problemas
de salud, incluyendo infertilidad. Previamente, las ETS de mayor relevancia
eran sifilis y gonorrea, sin embargo en la actualidad la bacteria maés frecuente
en infecciones del tracto genital es Chlamydia trachomatis mostrando una
incidencia mayor o igual a Neisseria gonorrhoeae. (12 1415 20.3)

Las clamidias son bacterias pequefas que s6lo pueden crecer dentro
de las células del hospedador y causar muchos padecimientos. Al menos tres
especies causan enfermedades en el ser humano, C. trachomatis, C. psittaci'y

C. pneumoniae principalmente. *9

Historia

Desde tiempos remotos se han observado y descrito algunas
manifestaciones clinicas de la familia Chlamydiaceae, tales como el tracoma,
la conjuntivitis de inclusién, linfogranuloma venéreo (LGV), uretritis no

gonococica, cervicitis, psitacosis, dafio al aparato respiratorio, entre otras.



El tracoma es uno de los males antiguos conocido y descrito en
Egipto 15 siglos antes de Cristo. El papiro de Ebers es uno de los documentos
médicos mds antiguos que se conocen en el mundo occidental, describe
perfectamente las caracteristicas clinicas del tracoma asi como diversas formas
de tratamiento. Por otra parte, los bubones inguinales del linfogranuloma en
hombres fueron descritos desde hace 200 afios y la psitacosis o fiebre de los

loros fue observada en Suiza en 1880 (1%,

El aislamiento del agente causal del LGV por Hellestrém y Wassen
en 1930, da inicio a la btisqueda de nuevos métodos de diagndstico para
incrementar asi la sensibilidad, especificidad, disminuir tiempo y costo. 1

El avance en el diagnéstico de C. trachomatis estuvo basado primero
en el cultivo en embrién de pollo por Pekin, Tang y cols. en 1957;
posteriormente, el cultivo celular hecho por Gordon y Quan en 1965
(conocido como estdndar de oro, hasta hace poco), y los métodos seroldgicos
como inmunofluorescencia (IF) e Inmunoensayo (EIA) y de amplificacién de

4cidos nucleicos en la actualidad.

ANTECEDENTES

Chlamydia trachomatis, es la mas diversificada de las tres especies
que afectan al humano; causa enfermedades, agudas y crénicas, de la mucosa
ocular, los pulmones, el tracto genital y otros 6rganos. Puede subdividirse en
varias cepas, denominadas biovares, cada una asociada con un espectro
diferente de enfermedades. Aunque la cepa que causa el tracoma, también

puede ocasionar infecciones genitales.



» En 1990, Ostergaard L. y cols. probaron 2 pares de iniciadores para
amplificar fragmentos de la secuencia del plasmido criptico por PCR,
el cual esta presente en todas las serovariedades de C. trachomatis,
encontrando que la PCR muestra una sensibilidad mayor a la

mostrada por el cultivo celular. “?

> En 1990, Bobo y cols. realizaron un estudio en el cual encontraron
que el ADN amplificado por PCR (utilizando iniciadores dirigidos
contra la MOMP), e hibridado con ARN el cual es cuantificado por
un inmunoensayo, muestra una mejorada capacidad de deteccién de
C. trachomatis en muestras cervicales, detectando desde 1 hasta 4

cuerpos de inclusién.?

> En 1992, Mahony y cols. compararon un nuevo set de iniciadores
dirigidos contra el P.C. (KL1-KL2) por medio de PCR, contra un
inmunoensayo Chlamydiazyme (EIA) verificando resultados con el
uso de un nuevo par de iniciadores, en muestras de 683 hombres (592
no presentaban sintoma alguno de infeccién por C. trachomatis),
encontrando que, la PCR fue 100% sensible y especifica ya que
detecto 31/31 muestras positivas de hombres sintomaticos y 9/9
muestras positivas de hombres asintomaticos; mientras que, EIA fue
100% especifica pero 92.5% sensible detectando sélo 37/40 muestras

positivas. ¢

> En 1993, Mahony y cols. realizaron un estudio comparativo entre 5

diferentes ensayos de PCR los cuales incluyeron dos dirigidos al PC,

4



dos a la MOMP y uno dirigido a rRNA, obteniendo que la

amplificacién para el plasmido es la mas sensible. ¢

Una serie de estudios recientes han empleado al plasmido, MOMP,
rRNA para la deteccién de esta bacteria, indicando que la PCR tiene una
excelente sensibilidad, incluso confirmando que es mas sensible y especifica

que el cultivo celular y ETA (* 2426.36,48.5D)

1.1 Estructura y Fisiologia de Chlamydiaceae
1.1.1 Caracteristicas Generales

Chlamydiaceae estd constituido por cocos Gram negativos inméviles,
genoma pequeilo y su tamaflo oscila entre 0.2 y 1.5 um. Chlamydia
trachomatis es una bacteria intracelular obligada. Ademads, es incapaz de
generar su propia energia y debe tomarla de otra célula, por lo que, sélo se
puede reproducir en el interior de vesiculas citoplasmaticas de células
eucariotas a través de un ciclo de desarrollo unico que, conlleva a la
formacidén de cuerpos elementales infecciosos (CE) y cuerpos reticulados no
infecciosos (CR). Ambas formas de la bacteria cuentan con ciertas

caracteristicas que las definen (Tabla 1). (15.17.43.44)



TABLA 1. Diferencias bioldgicas entre cuerpos elementales y cuerpos

reticulares.

PROPIEDADES CUERPOS CUERPOS
ELEMENTALES RETICULARES

Infectividad Si No
Multiplicacién No Si
Inhibicién de fusién Si No
fagolisosoma
Toxico para el ratén Si No
Téxico para macréfagos Si No
Transporte de ATP No Si
Sintesis de proteinas No Si
Tamario (nm) 200 - 400 800 — 1000

Modificada de Moulder, J. W. @

Este organismo patégeno es casi exclusivamente humano, contiene
plasmidos (moléculas de ADN circulares autorreplicativas).

Casi todos los plasmidos conocidos son de ADN bicatenario y
circular, cuyo tamafio es menor que la veinteava parte del tamafio de un
cromosoma. FEstos se encuentran presentes normalmente en algunos
microorganismos, a los cuales favorecen en alguna funcién. Ciertos plasmidos
son muy notorios porque confieren a las bacterias resistencia a un antibidtico,
lo cual se torna ventajoso para la bacteria portadora, y asegura su subsistencia.
Todo pldsmido contiene una secuencia de nucleétidos particular, denominada
“origen de replicacién”, que es reconocida por una polimerasa y permite la

replicacién del plasmido. La mayoria de las enzimas implicadas en la




replicacién de los plasmidos son enzimas celulares, de modo que los genes del
pldsmido que la controlan se limitan principalmente a conducir
temporalmente el proceso de iniciaciéon y el reparto de los plasmidos
replicados entre las células hijas. El nimero de copias plasmidicas presentes
por célula puede ser de 1-3 copias, mientras que otros pueden estar presentes
en mas de 100 copias. Todos los plasmidos deben llevar genes que aseguren su
propia replicacién. Sin embargo, en el caso de muchos de ellos se conoce muy
poco de la naturaleza de los otros genes que llevan, denomindndose como
plasmidos cripticos 354,

Chlamydia trachomatis posee un plasmido criptico circular de 7493
pares de bases con ocho marcos abiertos de lectura (ORF) Figura 1. Se
encuentra a razén de 7-10 copias por particula clamidial y presenta un alto
grado de conservacién entre diferentes aislamientos de C. trachomatis, y

ademads, no es esencial para la supervivencia de la bacteria “3549.



I.N. Clarke

www.chlamydiae.com

Figura 1. Plasmido clamidial. Se indican los sitios de corte con enzimas de restriccion, los

marcos abiertos de restriccién (ORF) y el origen de la réplica.

1.1.2 Composicidn y estructura de Chlamydiaceae
La composicién de cada una de las formas de la bacteria posee
caracteristicas particulares que no se han encontrado en otras bacterias. El
ciclo de desarrollo de Chlamydiaceae involucra tres diferentes formas:
1. Cuerpo Elemental (CE) tienen una elevada densidad y un tamaiio

pequeiio de 0.3 a 0.35 pum. en didmetro.



2. Cuerpo Reticular (CR) se componen de material interno un poco
homogéneo y un tamafio de 0.6 a 1.3 um. en didmetro.
3. Cuerpo Intermediario (CI) tienen un ntcleo denso caracteristico
céntrico.
Los cuerpos clamidiales se encuentran rodeados por una membrana trilaminar
con un espesor de 75 a 80 A. Los CR y CI poseen ademés otra membrana
trilaminar, la membrana citoplasmadtica, es vista s6lo por debajo de la pared

celular de ambas formas clamidiales.

Los CE tienen un nucleo denso en una region excéntrica y el citoplasma esta
compuesto de ribosomas y moderadamente denso. Por otra parte, el
citoplasma esta compuesto de un material amorfo y un arreglo circular de
finas fibras de ADN que pueden ser vistas en la regién nuclear. Los CR poseen
caracteristicas diferentes en las estructuras internas dependiendo de la etapa

en la fase de multiplicacién que se encuentren.

Una caracteristica particular inica observada en Chlamydiaceae (en CE y CR)
es la presencia de proyecciones de superficie las cuales estdn en formacién
hexagonal a manera de parche (Figura 2). Cada proyeccién sobresale desde la
membrana interna hasta el exterior con un tamafio aproximado de 90 nm y un
ancho de 6nm y una estructura base de 30 nm de didmetro rodeados por una
estructura en forma de flor (roseta) con nueve pétalos o subunidades. Cada
una de las proyecciones esta conectada con la membrana citoplasmadtica a
través de la roseta en la pared celular. El nimero de proyecciones observadas
en promedio por cuerpo clamidial es de 20, y a través de las cuales han sido
vistas fibras de ADN que se extienden a partir del nicleo condensado. @0 La

asociacién de tales estructuras con la membrana de inclusién sugiere que



Chlamydiaceae posee un sistema de secrecion tipo III, encontrado en otras
bacterias gram negativas patogénicas. Esta secrecién es usualmente activada
por contacto, inoculando deliberadamente proteinas efectoras directamente
dentro del citoplasma de la célula huésped. Las proteinas inyectadas rompen
los mecanismos de sefiales de transduccién y los arreglos del citoesqueleto,
principalmente para la endocitosis de la bacteria por células epiteliales, o
muerte de fagocitos profesionales, u otros eventos que ayudan a las bacterias a

establecer un parentesco parasitario. 1>

Figura 2. Representacién esquemdtica de un CE. 1. Proyecciones de superficie; 2. Hebras de
ADN; 3. Ribosomas; 4. Pared celular; 5. Capa hexagonal; 6. Nicleo; 7.Capa intermedia; 8.

Particulas; 9. Membrana citopldsmica; 10. Rosetas

A diferencia de las bacterias Gram negativas en las que el
peptidoglicano es responsable de la integridad osmoética de las mismas, en

C. trachomatis el peptidoglicano al igual que el dcido murdmico, se ha
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encontrado sélo a nivel de trazas, aunque posee la mayoria, sino todos los
genes para su produccion. Son afectadas en su crecimiento por antibiéticos
(penicilina, eritromicina, tetraciclina, entre otros) y poseen proteinas fijadoras
de penicilina. Se sabe que la penicilina y la D-cicloserina, son inhibidores de
ensamblaje de peptidoglicano y afecta adversamente la division celular 1153,
Por lo tanto se esperaria que clamidia posea una estructura similar al
peptidoglicano de otras bacterias. En su membrana externa contiene una
malla sélida compuesta de puentes disulfuro entrecruzado con cisteina y éstos
a su vez enlazados a la membrana externa y proteinas periplasmicas que le
brindan rigidez y estabilidad osmética; ya que los CR’s contienen mucho
menos cistefna que los CE’s Ademas de que se ha encontrado que poseen en la
cara interna de la pared celular una estructura hexagonal macromolecular, la
cual también, brinda rigidez. Dicha estructura es vista en CE y en CR sélo en
pequeiias dreas dependiendo de la fase en desarrollo en la que se encuentra. @9

A nivel molecular la membrana externa de los CE estd compuesta
principalmente de dos proteinas ricas en cisteina OmcA y OmcB, MOMP,
LPS y otras proteinas accesorias (Figura 3). Las proteinas OmcA y OmcB estan
asociadas funcionalmente al complejo de membrana externa, y se encuentran
s6lo en ciertas fases de desarrollo. Por otra parte, la proteina OmcB ha sido
implicada como porina y en el proceso de adherencia como receptor en las
fases tempranas de la interaccion del CE con la célula huésped y sélo ha sido
encontrada sobre CE, ademas de que en la biovar LGV tiene mayor
alcalinidad y carga negativa que en la biovariedad tracoma. Debido a esto es
posible que la adherencia de las biovariedades LGV sea mas eficiente que las
tracoma. En un estudio *” se encontrd que existe una clara diferencia en la

utilizacion del citoesqueleto de la célula huésped por la biovariedad LGV en
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mayor grado que por la biovariedad C. trachomatis genital; ya que al romper
los microfilamentos y microtibulos con citocalasina D y vinblastina
respectivamente, se disminuy6 la eficiencia para infectar las células blanco
por la biovariedad LGV. Mientras que la biovariedad genital entra y sale de la
célula por la superficie apical después del desarrollo de su ciclo, LGV puede
entrar a la célula hospedadora por diversas rutas y ambas superficies apical o
basolateral y salir por cualquiera de las dos superficies, por ser mds invasiva
con respecto al biotipo genital.

La proteina MOMP, se encuentra expuesta en la membrana externa
de CE y CR constituye un 60% del peso de la membrana, siendo ésta una
proteina rica en cistefna de aproximadamente 40 KDa. Entre las propiedades
que se le han encontrado son como auxiliar en la adhesién a la célula
hospedadora, como porina y contiene epitopos antigénicos de superficie. En
Chlamydiaceae se ha observado que presentan 4 secuencias serovar-variables
flanqueadas por secuencias conservadas. Las regiones variables contribuyen a
ser expuestas en la superficie y la MOMP es inmunodominante en todos las
especies excepto en C. pneumoniae lo que le da una disminucién aparente de
antigenicidad, al parecer, debido a que las regiones variables expuestas de la
MOMP no son reconocidas por los sistemas inmunes de humanos y animales
o por ser enmascaradas por algunos de los polimorfismos de proteinas de
membrana externa (POMP o Pmp). La funcién de las POMP en el desarrollo
clamidial es desconocida, pero se sabe que son inmunoreactivas y que le
pueden brindar variabilidad a la membrana externa. Han sido identificados
nueve genes POMP en el genoma de C. trachomatis de 21 identificados en
diferentes especies. La presencia de un nimero tan grande de genes Pmp a lo

largo del genoma sugiere que la recombinacién es un importante mecanismo
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para su amplificacién y variacién. El lipopolisacirido (LPS) es un epitopo
trisacdrido especifico para la familia Chlamydiaceae. El cual es considerado
por ser de una variedad rugosa similar a la encontrada en bacterias entéricas,
excepto por tener una estructura basica de KDO trisacarido. Este enmascara
la hoja externa de la membrana externa ya que es varias veces menos
inmunoestimulante y endotdxico que el LPS de bacterias entéricas. E1 LPS se
considera como un antigeno de grupo y es de gran utilidad en el diagnéstico

de laboratorio de algunas enfermedades clamidiales. ®- 4359
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Figura 3. Representacién de envoltura de CE clamidial. (Everett y Hatch, 1995). A)
Membrana externa; B) Membrana interna; C) Capa periplasmica; D) LPS; E) Citoplasma. 1)
MOMP; 2) Proteina rica en cisteina B, de bajo peso molecular; 3) Proteina rica en cisteina
A, de bajo peso molecular; 4) POMP’s; 5) Catién divalente; 6) Proteinas de membrana

interna.

El material genético de Chlamydiaceae consiste en ADN de doble
cadena en arreglo circular. Su tamafio varia entre las especies; de tal manera

que el ADN cromosomal de C. trachomatis contiene aproximadamente 1043
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Kb y un plasmido de 7.5 Kb el cual se ha encontrado en todos los serotipos de
C. trachomatis, mientras que el de C. pneumoniae es de 1230 Kb y carece de
Plésmldo (5,11, 29, 43, 54)

Al secuenciar el genoma de 2 serotipos de C. trachomatis y 3 de
C. pneumoniae en un estudio, se observé que, sus diferencias son
significantes, ya que C. pneumoniae posee 21 genes para proteinas Pmp y
perdié los genes para la biosintesis de triptéfano; a diferencia de C
trachomatis que sbélo posee 9 genes Pmp, genes para la biosintesis de
triptéfano y ademas tiene genes de la familia HKD los cuales se cree también
intervienen con los procesos normales de la célula hospedadora. Sugiriendo
esto que forma parte de un mecanismo de persistencia de infeccién clamidial
debido a la limitacién de triptéfano inducida por IFN-y. Por otra parte,
C. trachomatis tiene aproximadamente 70 genes sin homologia a
C. pneumoniae, y ésta posee aproximadamente 200 genes sin homologia a
C. trachomatis. 'V Estas diferencias sugieren que son especies que representan
sistemas especificos de especie. El analisis del genoma clamidial a mostrado
que codifica para 875 proteinas aproximadamente, que no son necesariamente
expresadas, 70 de las cuales son exclusivas de Chlamydia trachomatis 3

Las clamidias difieren de todas las demds bacterias por tener un ciclo
de desarrollo intracelular inico en dos etapas, pero no obstante, poseen todas
las caracteristicas comunes a ellas, con excepcién de que carecen de algunas

de las actividades metabdlicas necesarias para la reproduccién extracelular.

1.1.3 Ciclo de Desarrollo
Como otros parasitos energéticos intracelulares Chlamydiaceae ha

evolucionado morfolégicamente en distintas formas reproductivas e
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infecciosas. Los CE clamidiales nunca se dividen, su papel es el de acarrear la
enfermedad de una célula a otra, reorganizandose dentro de ella en CR, los
cuales son metabdlicamente activos y se multiplican por fisién binaria dentro
de vacuolas o inclusiones intracitoplasmaticas. Una diferencia estructural
entre CR y CE radica en la capacidad de presentar en las proteinas de
membrana externa un complejo de enlaces disulfuro entre los residuos de
cisteina. Debido a que en los CR estin ausentes los puentes proteicos, esta
forma es osmoticamente fragil; sin embargo los CR estdn protegidos por su
localizacién intracelular. @40

La replicacién de Chlamydiaceae mediante su ciclo de desarrollo
(Figura 4) ocurre en las células del hospedador susceptibles. El ciclo se inicia
cuando los cuerpos elementales se pegan a las microvellosidades de las células
blanco, seguidos de la penetraciéon activa en ellas. Después de ser
internalizadas por un proceso denominado “endocitosis mediada por el
parasito”, las bacterias permanecen en los fagosomas citoplasmaticos, donde
tiene lugar el ciclo de replicacién. @

El ciclo consta de 3 fases principales de desarrollo:

a) Adherencia y Penetracién del CE.

b) Multiplicacién de CR.

c) Salida de CE.

1.1.3.1 Adherencia y penetracién

El inicio del ciclo se manifiesta con el ataque de los CE infecciosos a
la célula hospedadora, este puede ser realizado por diferentes mecanismos en
conjunto para garantizar la adherencia al hospedador y su posterior

internalizacién de manera muy eficiente. De entre los mecanismos principales
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empleados por el microorganismo son por el uso de fuerzas electrostéticas, por
proyecciones de membrana externa y por receptores de superficie. La
penetracién consiste en dos pasos, el primero comienza con la adherencia de
los CE sobre la membrana de la célula hospedadora. El segundo paso consiste
en la entrada por endocitosis de los CE a la célula blanco, quedando dentro de
una vacuola fagocitica o fagosoma. La adherencia y la formacién del fagosoma
dura de 2 a 4 horas. La sobrevivencia intracelular de la bacteria se debe a la
presencia en la pared celular de los CE de una molécula termoldbil que da
lugar a la inhibicidn de la unién fagolisosoma. (1> 2%5% La fusién fagolisosomal
no se produce si la membrana externa estd intacta. Si la membrana externa
estd dafada o las bacterias son inactivadas por calor o cubiertas por
anticuerpos, ocurre la fusién fagolisosomal con la posterior muerte bacteriana.
Lo cual sugiere que algin componente superficial de las clamidias (que puede
ser enmascarado o inactivado por los anticuerpos del hospedero) impide la
fusiéon. Una vez dentro del hospedador las clamidias forman colonias
microscépicas (denominadas inclusiones intracitoplasmaéticas) que pueden
ocupar mads de la mitad del volumen celular. ¢ 4)

Uno de los principales pasos para la infeccién clamidial es la adhesién
a la superficie de la célula hospedadora blanco. La informacién arrojada por la
investigacién de este m.o. es que la invasién celular es interpretada como un
proceso de endocitosis mediada por receptor. Se han encontrado un niimero
potencial de ligandos clamidiales para su desarrollo, los cuales enlazan un
receptor celular del hospedero que media la entrada de Chlamydiaceae. De
entre ellos se destaca heparan sulfato, el cual hipotéticamente Chlamydiaceae
tiene la habilidad de enlazar usdndolo posteriormente como mediador de

invasién comprometiendo un receptor celular del huésped. >59
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1.1.3.2 Multiplicacién de CR

La multiplicacién de los CR se realiza por fisién binaria para dar lugar
a la formacién de 100 a 1000 nuevas particulas infectantes (CE) las cuales
tienen parecido morfolégico a un coco Gram negativo excepto por su carencia
de la capa de peptidoglicanos en la pared externa. En esta etapa del ciclo
C. trachomatis comienza a acumular glucogéno en las inclusiones a diferencia
de C. psittaci cuyos CR no acumulan glucégeno, siendo observables en
tinciones con yodo. Se observa una distribucién dispareja de los componentes
internos de CR y se nota una agregacién de material fibroso, y un aumento de
tamafio de la inclusién ocupando gran parte del citoplasma de la célula. Todos
los procesos son realizados a partir de los mecanismos biosintéticos de la
célula hospedera compitiendo por los nutrientes, por lo que si decae la
proporcion de éstos a valores criticos, el desarrollo clamidial sera suspendido
temporalmente. Este proceso dura de 20 a 36 horas y se efecttia todo el

proceso clamidial. @50

1.1.3.3 Salida de CE

Al final del ciclo después de 48 a 72 hpi., la inminente destruccién
de la célula es observable, desarrollando degeneracién y necrosis progresiva
de organelos celulares. La liberacién de los CE, se realiza mediante la lisis de
la célula hospedera, infectando nuevas células para iniciar nuevamente el

ciclo de desarrollo que permite su sobrevivencia. (>2%59
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Figura 4. Ciclo de desarrollo de Chlamydiae (Black G., 2005) (1) Los pequeiios cuerpos
elementales infecciosos (al comienzo del ciclo de desarrollo) atacan a la célula huésped y,
(2) penetran en ella por fagocitosis o endocitosis. (3) Los CE dentro de la vacuola pierden su
gruesa pared y se transforman en CR alargados. (4) Los CR se dividen rdpidamente llenando
a la célula de progenie. (5) Los CR son reorganizados en CE los cuales, (6) son liberados por

lisis celular y pueden iniciar nuevamente el ciclo.
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1.1.4 Metabolismo

En adaptacién a la vida intracelular, clamidia al parecer desarrollé
mecanismos para la explotacién de compuestos ricos en energia de sus
hospedadores y que al tenerlos subsecuentemente perdié cualquiera de los
sistemas de produccién de energia que pudiera haber tenido antes. Los
hospedadores libres de clamidias no tienen otras enzimas respiratorias que las
piridinoproteinas, estas catabolizan glutamato, glucosa y piruvato para una
cantidad limitada pero sin la produccién de energia 1til y las células
hospedadoras infectadas no desarrollan mecanismos generadores de energia
nueva. Sin embargo hospederos libres de cuerpos reticulares de ambos,
C. psittaciy C. trachomatis mueven ATP dentro y ADP fuera de sus espacios
intracelulares a modo de un sistema de intercambio ATP-ADP y utilizan el
ATP derivado del huésped para la sintesis de proteinas clamidiales. Tal
mecanismo para el transporte de ATP intacto dentro de una célula solo ha
sido descrito en Rickettsiae. ®)

Los estudios del genoma muestran que Chlamydiae tiene la
informacién genética necesaria para sintetizar al menos algo de ATP por si
misma, aunque también indican estos que, puede transportar ATP desde las
células huésped. “> 49 En cuanto a los genes para los pasos en las rutas tales
como sintesis de aminodcidos, nucledtidos, y sintesis de cofactor estin a
menudo ausentes, sugiriendo una confianza general sobre los intermediarios
derivados del hospedador. Ademads las rutas metabdlicas centrales tales como
la glucdlisis y la ruta de los acidos tricarboxilicos (TCA) no estdn del todo
completas pero, rutas alternativas podrian estar en otros genes que estdn
presentes (! 33, Por otra parte, Nicholson y cols. (2004), no encontraron en

C. trachomatis respuesta adaptativa al variar la fuente de carbono disponible
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para su metabolismo; como lo hacen muchos microorganismos al recurrir a
diversos mecanismos sofisticados para ajustarse a los nutrientes disponibles en
el medio. Todos los plasmidos de C. trachomatis aislados de humanos son
extremadamente similares con menos del 1% de variaciones en la secuencia
de nucleétidos, todos tienen alrededor de 7500 nucledtidos “?, lo cual, los

hace idoneos para su deteccién.

1.1.5 Clasificacién y Taxonomia de Chlamydiaceae

Chlamydiaceae consta de tres especies principales que infectan a los
humanos: C. trachomatis, C. psittaciy C. pneumoniae. Cada una de ellas causa
una entidad clinica diferente afectando la vista, los aparatos respiratorio y
reproductor, ademas de causar daiio cardiaco, hepatico y renal.

Chlamydia trachomatis ha sido dividida en tres biovares: tracoma,
LGV y murina (agente causal de neumonia en ratones). Las primeras dos se
han encontrado en estudios de secuenciacién de ADN que estan muy
estrechamente relacionadas; mientras que, la tercera tiene una menor
relacién. C. trachomatis comprende 18 serotipos (divididos por sus variantes
antigénicas en las principales proteinas de la membrana externa (MOMP)).
Los serotipos A, B, Ba y C han sido encontrados usualmente relacionados con
tracoma; del D al K con el tracto urogenital, y L1, L2, L2a L3 y L3a con LGV @
31,39, 43,49, 50)

En 1999, la taxonomia de la familia Chlamydiaceae se revisd
extensamente tomando como base los estudios genéticos de estos
microorganismos. (Tabla 2). Previamente, la familia consistia en un género,
Chlamydia, con cuatro especies. Ahora la familia se ha dividido en 2 géneros:

Chlamydia y Chlamidophila. C. trachomatis ha permanecido en el género
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Chlamydia, pero C. psittaci y C. pneumoniae se han pasado al nuevo género,
Chlamydophila. Otras especies se han situado en los dos géneros, pero son

patégenos humanos infrecuentes.

TABLA 2. Clasificacion revisada de la familia Chlamydiaceae.

‘ Género Chlamydia ‘ Género Chlamydophila
C. trachomatis * C. pneumoniae *
C. muridarum C. psittaci *
C. suis C. pecorum
C. abortus
C. caviae
C. felis

Murray R. Patrick (2002)

* Especies de mayor importancia por infectar al humano con frecuencia

Primero Chlamydiaceae fue considerada como protozoario, después
como virus, y por ultimo, se aclaro que tenfa todos los requisitos y
propiedades de las bacterias:

a) Poseen una membrana interna y externa similar a las de las

bacterias Gram-negativas.

b) Contienen ADN y ARN.

c) Poseen ribosomas procariotas.

d) Sintetizan sus propias proteinas, dcidos nucleicos y lipidos.
e) Son sensibles a numerosos antibidticos antibacterianos.

f) Se reproducen por fisién binaria.
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C. trachomatis se ha clasificado de acuerdo a sus secuencias genéticas
(16S y 23S de su rARN) de la siguiente manera (9:

Orden: Chlamydiales

Familia: Chlamydiaceae

Género: Chlamydia

Especie: Chlamydia trachomatis

1.1.6 Infecciones y enfermedades causadas por Chlamydia trachomatis
Las enfermedades ocasionadas por esta bacteria son causa de un grave
problema de salud publica en el mundo. C trachomatis es patdgeno
exclusivamente humano. Las especies se han subdividido en dos biotipos
(patogenos para el humano): tracoma y LGV; cada uno con sus respectivos
serotipos o variantes seroldgicas asociado a un espectro diferente de
enfermedades.
El biotipo tracoma ocasiona enfermedades como: tracoma ocular,
infecciones genitales, neumonia del lactante y diversas complicaciones.
Mientras que el biotipo LGV causa linfogranuloma venéreo siendo éste el

causal de la enfermedad mayormente invasora.

1.1.6.1 Biotipo Tracoma

El tracoma es una enfermedad ocular crdénica causada por
C. trachomatis que, puede ocasionar trastornos visuales graves o ceguera. En
las zonas endémicas la enfermedad es causada por los serotipos A, B, Ba 'y C.
En zonas no endémicas, los serotipos D a K producen una conjuntivitis leve

que sana en forma espontdnea en lactantes que nacen de madres con infeccién
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cervical o en adultos que adquieren la infeccidén ocular a partir de sitios
genitales (153954

En adultos sexualmente activos se ha observado una conjuntivitis
aguda folicular producida por los serotipos asociados a infecciones genitales
(A, B, Ba, D y K). Inicialmente, los pacientes tienen una conjuntivitis folicular
con inflamacién difusa que afecta toda la conjuntiva. La conjuntiva va
presentando cicatrices conforme progresa la enfermedad, haciendo que el
parpado del paciente se vuelva hacia dentro. Las pestafias que crecen hacia
dentro producen excoriaciones en la cérnea, y finalmente resultan en
ulceracién corneal, cicatrizacidn, formacién de pannus (invasion de los vasos
de la cérnea) y pérdida de la vision.

Las infecciones oculares también se producen en nifios expuestos a
C. trachomatis al nacer (conjuntivitis neonatal). Después de una incubacién
de 5 a 12 dfas, los parpados del nifio se hinchan, con abundantes secreciones
purulentas. Las infecciones no tratadas pueden durar hasta 12 meses, en los
cuales se produce dafio corneal por cicatrizacién. Los nifios que no se tratan o
lo hacen de manera tépica tienen riesgo de presentar una neumonia por
C. trachomatis ®. El periodo de la neumonia del lactante es variable, pero
suele comenzar de 2 a 3 semanas después del nacimiento. Al inicio se observa
hinchazén de parpados y conjuntiva, derrame ocular mucopurulento, rinitis y
formacién de membrana, apareciendo después una tos tipica entrecortada. El
nifio permanece afebril durante la enfermedad clinica, que dura varias

semanas. Los signos de la enfermedad pueden durar meses. %69
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1.1.6.1.1 Infecciones genitales

Las infecciones por C. trachomatis son las mds comunes de las
enfermedades de transmision sexual bacterianas en varios paises. Estas son
asintomadticas en mujeres y hombres (hasta en 80% y 25% respectivamente).
Las manifestaciones clinicas son uretritis, cervicitis, endometritis, salpingitis,
bartolinitis y perihepatitis. Son causadas por los serotipos D a K. Si bien estos
serotipos son los responsables de la infeccién genital en adultos, también
pueden ocasionar infecciones oculares y respiratorias en lactantes. Infecta las
células del epitelio columnar superficial y varios sitios como: endocervix,
uretra, epididimo, endometrio, oviductos, conjuntiva, nasofaringe y tracto
respiratorio bajo. No invade tejido profundo, pero puede causar dafios graves
como: infertilidad, ceguera y embarazo ectdpico. Los cuales son el resultado
de la cicatrizacién causada por su estadia en el organismo o por periodos de
reinfeccién ®* 39, Puede permanecer latente por largos periodos de tiempo y
ser recuperable en cultivo celular 6 ser demostrable su presencia por los
métodos de amplificacién de 4cidos nucleicos. Por otra parte, Chlamydia
trachomatis facilita la transmisién del virus de inmunodeficiencia humana
(VIH) @ 29, y algunos estudios sugieren que también tiene un importante
papel como cofactor en el céncer cervical por VPH en mujeres infectadas. 1%
25)'
i) Infecciones en el hombre
Uretritis. Es un sindrome caracterizado por la aparicién de exudado uretral
mucopurulento, disuria y/o prurito en el meato urinario; es la respuesta de la
uretra a cualquier etiologia. La mayoria de las uretritis son producidas por
patégenos de transmisién sexual; éstas se clasifican como gonocécicas o0 no

gonocdcicas segin se aisle, o no, como responsable etioldgico a Neisseria
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gonorrhoeae. Las uretritis no gonocdcicas (UNG) tienen como agentes
responsables mas frecuentes a C. trachomatis y Ureaplasma urealtycum. En
los Estados Unidos mds de la mitad de los 2 millones de casos estimados de
uretritis aguda son de etiologia no gonocécica. C. trachomatis es causal de 30 a
50% de estos casos 2% 3.

ii) Infecciones en la mujer.

Cervicitis. La cervicitis es la manifestacién clinica mds frecuente en la
infeccion genital por C. trachomatis en la mujer y puede conducir a cierto
numero de trastornos patoldgicos en las trompas de Falopio, los ovarios y la
cavidad peritoneal, conocidos de forma colectiva como enfermedad
inflamatoria pelviana (EPI). La infeccién clamidial del endocervix esta a
menudo asociada con un exudado mucopurulento endocervical, congestién e
inflamacién. Maés del 70% de mujeres con cervicitis clamidial son
asintomadticas pero pueden tener una apariencia cervical anormal. La
dificultad en el diagndstico de cervicitis clamidial radica en el hecho de que a
menudo esta presente como cervicitis por otra etiologia, ya que es a menudo
infectado con diversos organismos simultdneamente ©%.

Salpingitis. Los principales signos y sintomas incluyen fiebre, dolor en el
abdomen bajo y dolor uterino al tacto al realizarse el examen pélvico. Estudios
seroepidemiolégicos han mostrado una fuerte asociacién entre los altos
niveles de anticuerpos anticlamidia con infertilidad tubédrica y embarazo
ectdpico @. La salpingitis puede presentarse con pocos sintomas y ser
clinicamente mds comuin que la Enfermedad Inflamatoria Pelviana. Se
desconoce exactamente la contribucién clamidial a la infertilidad y al
embarazo ectopico, pero ambas se han incrementado a la par de los casos de

salpingitis. Una complicacion de la salpingitis es la perihepatitis.
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Sindrome uretral femenino. Este sindrome de la mujer es el equivalente a la
UNG en los hombres. Se presenta con frecuencia como disuria, en mujeres
jovenes sexualmente activas. En mujeres adultas la contribucién de clamidia
al sindrome uretral es menor, por haber multiples causas ©%.

Enfermedad inflamatoria pelviana (EIP). Es la infeccién severa, mds comun
entre los 16 y 25 afios, que involucra al ttero y/o trompas de Falopio, ovarios
y estructuras adyacentes. Casi siempre se presenta como consecuencia de la
diseminacién en la zona pelviana de una infeccidén no tratada (cervicitis y
uretritis). Es una de las causas prevenibles, mds comunes de infertilidad. Una
mujer con EIP probablemente tenga problemas para quedar embarazada y
esto puede deberse a que la infeccidn no tratada por Chlamydia trachomatis
y/o Neisseria gonorrheae ha bloqueado parcial o totalmente las trompas de
Falopio y por lo tanto el ovulo liberado por el ovario no puede pasar por las
trompas hacia el utero. Como secuelas puede producir infertilidad, dolor

crénico pelviano y embarazos ectdpicos “* 3.

1.1.6.2 Biotipo Linfogranuloma Venéreo (LGV)

El linfogranuloma venéreo es una enfermedad de aguda a crénica de
transmisién sexual causada por los serotipos L1, L2, y L3 de C. trachomatis,
siendo L2 el mas comun e invasivo. Esta enfermedad tiene una distribucién
cosmopolita, pero especialmente comun en paises tropicales y subtropicales.
El inicio de la enfermedad se manifiesta de 1 a 4 semanas como una pequeia
erosiéon indolora, una papula, un nédulo o una lesién herpetiforme en el pene
o en la vulva, lesién que con frecuencia pasa inadvertida. Los ganglios
linfaticos muestran hinchazén y supuracion (bubones), seguida por extension

del proceso inflamatorio a los tejidos contiguos. Se observan bubones
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inguinales que pueden progresar a fistulas de drenaje. El paciente presenta
fiebre, escalofrios, mialgia, cefalea y artralgia. El reservorio de la infeccién es
el cervix de mujeres asintomaticas y en menor grado hombres homosexuales
(15.53.63) E] LGV que no se trata puede progresar a una fase cronica ulcerativa
en la que se producen tlceras genitales, fistulas, estenosis o elefantiasis
genital. El agente LGV es diferente de otras variantes de C. trachomatis en
diversos aspectos, como son la toxicidad mortal para embriones de pollo y
para ratones inyectados via intracerebral, posesion de antigenos de serotipo, y
la predisposicién para atacar células linfoides lo cual permite su difusién en el

tejido.

1.1.6.3 Otras enfermedades causadas por C. trachomatis

Entre otras complicaciones generadas por la infeccion clamidial
destacan perihepatitis (diseminacién peritoneal de la enfermedad) que puede
indicar presencia de EIP. Sindrome de Reiter (también llamado artritis
reactiva sexualmente adquirida) en la que mas de un tercio de los casos se ha
recuperado de la uretra a C. trachomatis; endocarditis, miocarditis,
endometritis posparto en mujeres y proctitis por diseminacién (LGV) en
hombres. Por otra parte en infecciones que no son tratadas, éstas se extienden
canalicularmente de manera ascendente alcanzando el epididimo o el

endometrio (1559,

1.1.6.4 Chlamydia pneumoniae
C. pneumoniae se ha encontrado en todo el mundo y es una
importante causa de enfermedad respiratoria en adultos jévenes, y en adultos

mayores débiles puede causar una enfermedad respiratoria severa. Las
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infecciones son comunmente adquiridas desde la nifiez hasta antes de la
mayoria de edad resultando en prevalencias de hasta el 70% para los 50 afios
de edad. Infecciones secundarias pueden aparecer después de la infeccién
inicial y existe la posibilidad que, de éstas, se desarrolle una enfermedad
crénica, donde puede involucrar arterias coronarias. También produce otros
procesos agudos del aparato respiratorio como: bronquitis, faringitis y
sinusitis. En la mayoria de las infecciones asintomaticas, la enfermedad puede
ser leve o moderada y repentinamente presentarse de manera severa. Su
transmisiéon de persona a persona es por medio de aerosoles y fomites.
Estudios seroepidemioldgicos sugieren que las infecciones son adquiridas
entre los 10 y 20 afios de edad, resultando en seroprevalencias mayores al 70
% en personas de 50 aflos o mas. Se ha estimado que el 10% de las neumonias
en todo el mundo son producidas por C. penumoniae, pero la mayorfa no

requiere internacién hospitalaria (1% 3854,

1.1.6.5 Chlamydia psittaci

C. psittaci es una bacteria que afecta principalmente aves. En el
humano causa la enfermedad llamada psitacosis o enfermedad de los loros, la
cual afecta el aparato respiratorio causando una neumonia atipica. El ser
humano, es un hospedero accidental de dicha bacteria. Las personas de mayor
riesgo para adquirir la psitacosis son las que manipulan aves, granjeros,
vendedores de mascotas. La enfermedad se presenta generalmente
asintomdtica, y en menos ocasiones produce una neumonia grave. También
puede manifestarse como bronquitis, faringitis o sinusitis. En animales causa:

aborto, neumonia, poliartritis, conjuntivitis y encefalitis 1.
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1.1.6.6 Epidemiologfa

La distribucién del tracoma es principalmente en lugares como
Africa, la India, sureste de Asia, Latinoamérica e Islas del Pacifico. Los cuales
tienen como caracteristica que son zonas calurosas, secas, con escasez de agua,
malos hébitos higiénicos, hacinamiento y pobres condiciones sanitarias. En
México, existen zonas de tracoma en el estado de Chiapas. Se estima que hay
en el mundo 500 millones de personas con tracoma de los cuales sufren de
ceguera 6 millones. La enfermedad se presenta por lo regular en la infancia y
se manifiesta de forma brusca acompafada de una inflamacién de la
conjuntiva, a las pocas semanas se produce una acumulacién de linfocitos,
polimorfonucleares y de macréfagos formando foliculos. Después se genera
una vascularizacién y cicatrizacién de la cornea lo cual ocasiona una ceguera
parcial o total (1> 3485363 [a repetida exposicién a clamidias y la elevada
prevalencia de otras infecciones bacterianas contribuyen a que sea mds grave
la enfermedad ocular. El modo de transmisién del tracoma es a través por
aerosoles, contacto directo, fémites y moscas; ya que quienes padecen dicha
enfermedad liberan clamidias en células conjuntivales descamadas y lagrimas.

El periodo de incubacién de las enfermedades del tracto genital varia
con el sindrome. La uretritis presenta un tiempo de incubacién de 5 a 14 dfas,
mds largo que el presentado por las uretritis gonococicas, la cual es de 2 a 7
dias. Por lo tanto, en pacientes con enfermedad simultinea por
N. gonorrhoeae y C. trachomatis, se manifiesta primero el gonococo, dado
que presenta un periodo de incubacién mds corto que Chlamydia. Debido a
esto, después de ser tratado el paciente para la gonococia con betalactamicos
que no tienen actividad contra Chlamydia, unas semanas después presenta un

cuadro de uretritis postgonocécica (UPG). El periodo de incubacién de la

29



cervicitis es incierto, ya que no queda claro el inicio de ocurrencia de
sintomas. El periodo de incubacién de la salpingitis clamidial es extenso,
usualmente seguido de la infeccidén cervical por 2 o 3 semanas. Las uretritis en
el hombre son debido a clamidias hasta en un 40%, y en la mayoria de éstos
casos, sus parejas sexuales alojan al m.o. en el cuello uterino probablemente
por periodos prolongados, debido a que son mujeres que cursan asintomdticas.
C. trachomatis, como otros organismos patogenos genitales, ha sido
encontrada frecuentemente en individuos jovenes, solteros y de bajo estatus
socioeconémico. Ademds de, mujeres y hombres, que tienden a tener mas de
una pareja sexual.

Los dafios producidos mundialmente por el LGV son importantes. La
incidencia es grande en los paises africanos, Ameérica central y regiones
tropicales de Asia, donde las condiciones socioeconémicas son precarias. El
grupo que presenta mayor riesgo de infeccién es el de homosexuales
sexualmente activos.
1.1.6.7 Prevalencia

Chlamydia es una bacteria muy comun que se encuentra distribuida
en el mundo. Segtin la OMS causa cerca de 92 millones de nuevos casos de
infeccién genital por afio ©®Y, su frecuencia global varfa entre 3-26% esto
depende del tipo de poblacidn, estilo de vida sexual de la poblacién estudiada,
tipo de deteccién empleado, zona geografica, nivel educativo, entre otros. En
los Estados Unidos es la infeccién reportada mas frecuentemente con una
incidencia anual de 4 millones de casos y una prevalencia del 3.8% ©%. En
paises Europeos se ha reportado del 2 al 12% @2 316D, En paises asidticos se
encuentra entre 6 a 17% y en Latinoamérica la prevalencia es del 2 al 12% en

poblacidén abierta 2362,
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1.1.7 Diagnéstico de infeccién por C. trachomatis
1.1.7.1 Diagnéstico Clinico

El diagnéstico clinico la mayoria de las veces es dificil, debido a que
cuando existe una infeccién genital con sintomas, puede ser causada por
varios microorganismos diferentes, y a su vez, un determinado agente puede
ser el responsable de la misma. Los microorganismos que son detectados con
mayor frecuencia (aparte de C. trachomatis) en infecciones genitales son:
Neisseria gonorrhoeae, Ureaplasma urealyticum, Mycoplasma hominis
Candida albicans y Gardnerella vaginalis. En casos LGV clinicamente se
observan linfadenopatias inguinales que se visualizan mds comdnmente en el
hombre, deficiencias gastrointestinales y lesiones anogenitales muy

desarrolladas y que a menudo resultan en proctitis.

1.1.7.2 Diagnéstico por el Laboratorio

Existen una variedad de métodos para detectar la infeccién por
Chlamydiae en el laboratorio: a) demostracién de la presencia del
microorganismo en las diferentes muestras en forma de CE o CR; b) realizar el
aislamiento de clamidia (por cultivo celular principalmente); c) por ensayos
seroldgicos (titulo de anticuerpos); d) por deteccién directa del antigeno en la
muestra clinica y e) por métodos moleculares que implican el uso de sondas y

amplificacién de dcidos nucleicos.

1.1.7.2.1 Demostracién de Chlamydiaceae por técnicas de tincién
En general, existen diferentes técnicas para poner de manifiesto los
cuerpos de inclusién como son: Giemsa, Papanicolau, Machiavello, yodo y

hematoxilina-eosina. Si hay presencia de gran cantidad de cuerpos de
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inclusion de clamidias, el diagndstico puede establecerse con facilidad por los
métodos de coloracién de Gimenez preferentemente, debido a que se colorean
bien las inclusiones, pero por lo general es mds disponible la coloracién de
Giemsa. Las inclusiones, que se ubican en el citoplasma de las células
epiteliales tienen a menudo una localizacién perinuclear. La frecuencia con
que se detectan inclusiones en los frotis es maxima en la conjuntivitis
neonatal, mas baja en la conjuntivitis de inclusién y en el tracoma, y minima
en la uretritis y cervicitis, donde las inclusiones son raras. También se ha
utilizado yodo para teiiir el glucégeno acumulado en los cuerpos de inclusién
de C. trachomatis. Sin embargo estas técnicas son poco sensibles, en
comparacién con el cultivo celular y la inmunofluorecencia directa, ya que

necesitan una gran cantidad de clamidias para ser de utilidad.

1.1.7.2.2 Aislamiento en cultivos celulares

Para tener un buen aislamiento de los cuerpos elementales
clamidiales es necesario que sean centrifugados a 3000 rpm durante 60 min.
sobre la monocapa celular en un frasco ampolla. Para el cultivo de
C. trachomatis se utilizan células irradiadas o tratadas con un inhibidor
metabdlico. Las células McCoy tratadas con cicloheximida son mas
frecuentemente utilizadas y las células HelLa. Ademas de poder utilizar

embrién de pollo o inoculacién en ratén.

1.1.7.2.3 Pruebas seroldgicas
Estas pruebas son utilizadas rutinariamente para la determinacién de
titulo de anticuerpos en el diagnéstico de las especies del género Chlamydia.

La fijacién del complemento (FC) es tutil en infecciones como psitacosis,
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linfogranuloma venéreo y neumonia. Para el diagndstico de las infecciones
superficiales como tracoma, conjuntivitis e infecciones genitales es utilizada la
microinmunofluorescencia (MIF), también puede ser 1til en el diagnéstico de
C. pneumoniaey C. psittaci. Las pruebas seroldgicas tienen un valor limitado,
ya que se necesita un elevado titulo de anticuerpos de hasta cuatro veces en la
fase convaleciente, comparado con la fase aguda de la enfermedad para poder
ser de valor. Ademads, los titulos de anticuerpos pueden persistir por mucho
tiempo, por lo tanto, la prueba no puede diferenciar entre infecciones actuales
y anteriores. Por otra parte, se ha encontrado que C. trachomatis puede
persistir viables como formas alternativas deformadas dificiles de reconocer
por el dafio en la membrana externa que presentan; siendo indetectables por
este tipo de técnicas ©®. Las pruebas seroldgicas sélo son de utilidad en el

diagnostico de infecciones invasivas y sistémicas 1559,

1.1.7.2.4 Deteccién directa del antigeno en la muestra

Para realizar la deteccién antigénica se han empleado Ia
inmunofluorecencia directa (IFD) y la inmunoabsorcién ligada a enzimas
(ELISA). En ambas pruebas, se usan anticuerpos que se han preparado frente a
la MOMP o LPS (principales constituyentes de antigenicidad) de la pared
celular de clamidia. Estas pruebas utilizan, ya sea anticuerpos monoclonales o
policlonales para detectar el LPS clamidial que es mas soluble en comparacién
con la MOMP, y al menos contiene dos sitios antigénicos, siendo sélo uno
especifico para Chlamydia, y el otro lo puede compartir con otras bacterias
(Salmonella spp., Streptococcus spp., Klebsiella spp., entre otras) causando
resultados falsos-positivos @®. Por lo tanto, las pruebas de anticuerpos que son

dirigidas contra LPS son de menor especificidad ya que pueden causar
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reacciones falsas-positivas. Este tipo de pruebas a pesar de tener una buena
sensibilidad, son menos sensibles que el cultivo celular, especialmente cuando

son empleadas en pacientes asintomadticos o en muestras uretrales de hombres.

1.1.7.3 Métodos moleculares
En los ultimos diez afios la aplicacién de técnicas de amplificacion de
acidos nucleicos o métodos de biologia molecular se han incrementado para
realizar el diagndstico y caracterizacién especial de una gran variedad de
organismos patdgenos, esto es gracias al avance tecnoldgico y cientifico. Esto,
ha generado a su vez que, se produzcan una gama diferente de ensayos
encaminados a la deteccién rapida y oportuna de patdgenos que afectan la
salud de la poblacién en general. En paises industrializados es mds frecuente
el uso de este tipo de técnicas debido a que es mads bajo su costo en general en
comparacion con paises de pocos recursos. Por lo tanto, es mas extendido el
uso de pruebas inmunoldgicas, en estos tltimos, que tienen un menor costo,
son ficiles de implementar y no se necesita mayor infraestructura para
realizarlos, pero que, no tienen la sensibilidad y especificidad que las pruebas
en las que se detecta la presencia de agentes infecciosos utilizando material
genético del microorganismo como blanco y, no indirectamente la presencia
de anticuerpos.
Algunos de los métodos moleculares que implican el uso de ADN y

han sido aplicados en el diagnéstico de Chlamydiaceae son:

a) PCR

b) LCR

c¢) Hibridacién

d) Otros
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a) Reaccién en cadena de la polimerasa (PCR)

La PCR es una técnica de amplificacién de un blanco, esto significa
que una secuencia blanco de ADN es identificada y amplificada hasta un
punto en el que puede ser detectada. La eficiencia de amplificacién o la
secuencia del material amplificado puede ser examinada por cualquiera de los
diferentes propdsitos como son: genotipificacién o la caracterizaciéon de
nuevos genes, patrones de expresion genética, mutaciones o polimorfismos.

Esta se realiza con un soporte a varias temperaturas automatizado y
computarizado denominado ciclador térmico. En general, los componentes
requeridos para una PCR son: ADN, iniciadores (oligonucledtidos) especificos
que flanquean el gen o segmento que actia como blanco para la amplificacion,
mezcla de desoxinucledtidos (ANTP’s), solucién amortiguadora de reaccién y
ADN polimerasa Tagq.

Cada uno de los ciclos de la reaccién consta de tres pasos
determinados por temperaturas y tiempos especificos, los cuales son:

1. Desnaturalizacién (92-98 °C, 30 a 90 segundos), etapa en donde se
separan o desnaturalizan las dos cadenas complementarias del ADN
blanco.

2. Alineamiento (50-60 °C, 30 a 60 segundos), en el que se realiza el
apareamiento especifico entre los iniciadores y las cadenas simples
del segmento de ADN blanco desnaturalizado.

3. Extensién (70-74 °C, 30 a 90 segundos), en el que la ADN polimerasa
extiende la longitud de los iniciadores apareados del ADN blanco, al
polimerizar los desoxinucleétidos libres, resultando en nuevas
cadenas complementarias a las dos cadenas sencillas presentes al

inicio de la reaccidn.

35



Con la sucesién de ciclos se logra una sintesis exponencial (2'7) del
segmento de ADN blanco 2830,

Por su elevada sensibilidad y especificidad la reaccién de PCR es una
técnica que se ha convertido en un método estindar para el analisis de
muestras de ADN o ARN en laboratorios de investigacién, de diagnéstico

clinico, molecular y forense.

b) Reaccién en Cadena de la Ligasa (LCR)

Es una técnica de amplificacién muy especifica que utiliza una enzima
termoestable para unir dos oligonucledtidos inmediatamente adyacentes. Es
una técnica ciclica al igual que la PCR consistiendo cada ciclo en pasos de
desnaturalizacién, hibridacién y unién covalente. Igual que en la PCR, los
pares de oligonucledtidos ligados, junto con la secuencia original, constituyen
los moldes de la siguiente ronda. Los 20 6 30 ciclos de ligazén dan lugar a
incrementos de alrededor de 10°veces en el producto de amplificacién blanco
(15, 1o que indica menor sensibilidad que la PCR, por la generacién de menor

cantidad de producto de amplificacion.

¢) Hibridacién

La hibridacién con sondas genéticas son otra alternativa para la
deteccién de agentes etioldgicos de enfermedades. Para clamidia se utilizan
sondas genéticas que incluyen ADN cromosomal y plasmidico de cuerpos
elementales del biotipo LGV. Existe en el mercado un sistema para el
diagnoéstico de este tipo denominado PACE, que contiene un fragmento de
ADN de hebra sencilla que hibrida con una secuencia de ARN ribosomal

(rARN) especifica de C. trachomatis. La sonda utilizada contiene una marca
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quimioluminiscente de éster de acridinio. En este ensayo la muestra se coloca
en el medio de transporte mismo que provoca la liberacién del rARN. En
seguida se adiciona la sonda y los tubos se incuban por una hora a 60 °C para
propiciar la hibridacién. Para eliminar la sonda no unida se adicionan
microparticulas que se asocian a la sonda hibridada, se colocan los tubos en
una gradilla de separacién magnética y se desechan los sobrenadantes. Esta
operacién de lavado se repite varias veces y finalmente se agrega reactivo de
elusidon a cada tubo. Por ultimo, los hibridos ARN-ADN son cuantificados en

un luminémetro.

d) Otros

Hoy en dia existen una variedad de pruebas que emplean la
amplificacién de édcidos nucleicos para la detecciéon de microorganismos
responsables de enfermedades en humanos y animales. Tales como:
amplificacién por desplazamiento de la hebra (strand displacement
amplification), ensayo de la Qp replicasa y replicacién de secuencia de hebra

simple, principalmente.

1.1.8 Tratamiento y Prevencién

Se ha observado que el tratamiento con antibidticos por lo regular
suprime el desarrollo clamidial, asi como también las diversas entidades
clinicas que causa. En general el tratamiento en todos los casos (tracoma,
conjuntivitis neonatal, uretritis, cervicitis, entre otros) es oral y los
antibidticos a los que son susceptibles dichas bacterias son: tetraciclina,
eritromicina y sulfonamidas principalmente. El uso de éstos antibiéticos es en

dosis de 500 mg dos a cuatro veces por dia, minimo por 7 dias.
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Otras alternativas son: ofloxacina 300 mg. V.O. c¢/12 hr. por 7 dias y
levofloxacina 500 mg/dia por 7 dias. En zonas endémicas, el uso repetido de
tratamiento es util, ya que reducen la gravedad de la enfermedad y asf se evita
la progresién a ceguera. En casos de LGV, el tratamiento se inicia con la
aspiracion de los ganglios linfiticos junto con la aplicacién de tetraciclina o
eritromicina en dosis de 500 mg 4 veces al dia por al menos 7 dias. En mujeres
la mayoria de las infecciones son asintomadticas, lo cual provoca que sean un
reservorio importante para la transmisién de la enfermedad clamidial. Su
tratamiento implica que deben de llevarlo a término; tratar también a la
pareja sexual y no tener relaciones hasta estar completamente curada. Existen
también antibidticos orales de dosis unica como azitromicina (1 g). El
tratamiento de EIP es mds complicado y requiere varios farmacos. En
infecciones debidas a C. pneumoniae y C. psittaci es 1til la tetraciclina o
eritromicina en dosis de 500 mg via oral por 10 dias minimo; penicilina dosis
mayor a 2 millones de unidades al dia (>4,

La prevencién de la enfermedad por Chlamydiaceae es dificil, porque la
poblacién con enfermedad endémica tiene generalmente un acceso limitado a
la atencién médica, y también pobres condiciones sanitarias. Las conjuntivitis
y las infecciones genitales por clamidias se previenen con practicas sexuales
seguras y con el tratamiento precoz de los pacientes sintomdticos y de sus
parejas sexuales. En el caso de la psitacosis, las personas que manipulan aves
deben de usar guantes, cubre bocas, gafas y ropa adecuada para evitar la
infeccién. Hasta el momento no existe vacuna alguna para la prevencién de la
infeccién por Chlamydia trachomatis, aunque se han estado realizando una
serie de investigaciones ©4 61 %) para identificar las principales moléculas que

brindan mayor antigenicidad celular, y de esta manera ser reconocida por el

38



sistema inmune del hospedador para su posterior destruccién no importando

en que fase de desarrollo se encuentre.
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2. JUSTIFICACION

Las enfermedades de transmisién sexual (ETS) han adquirido gran
importancia a nivel mundial, ya que constituyen un problema de salud
publica de gran impacto en cualquier tipo de poblacién afectando en forma
continua a grupos de personas que presentan factores de riesgo
(principalmente las de actividad sexual mds promiscua) y en la actualidad a
grupos mas jovenes. Tanto la incidencia como las secuelas que éstas generan,
causan gastos excesivos en la procuracion de la salud en el mundo y maés aun
cuando los microorganismos responsables no son monitoreados y detectados a
tiempo.

En la actualidad C. trachomatis es la bacteria mds frecuente en
infecciones del tracto genital a nivel mundial. En paises como México, no se
conoce la prevalencia real de C. trachomatis; algunos estudios sugieren una
frecuencia del 4 al 11% en poblacién abierta; del 3 al 7% en clinicas de
planificacién familiar y en mujeres embarazadas del 10 al 26%; en
trabajadoras sexuales de 16 al 25% y en mujeres sintomaticas del 28% @ 13.14.17.
2L, 20 Por otra parte, del 50-70 % de las infecciones cervicales son
asintomadticas o con clinica escasa y poco especifica, lo cual implica que la
infeccién por esta bacteria genere una serie de complicaciones graves,
progrese al desarrollo de secuelas crénicas y que, ademas; los individuos
infectados pueden permanecer asintomdticos durante meses o incluso afos

con lo cual pueden infectar a su(s) pareja(s) sexual(es).

Casi todos los reportes de estudios de prevalencia para
C. trachomatis, realizados en Meéxico han utilizado metodologias

inmunoldgicas, lo que directamente reduce la demostracién de datos reales
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de prevalencia. En el presente estudio se sabe que el método de deteccién
utilizado es altamente sensible y especifico, lo que nos permite obtener datos
de mayor confiabilidad para la deteccién de este patdgeno aun en casos

carentes de sintomatologia o con clinica escasa.
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3. HIPOTESIS

Si se logra estandarizar la técnica de Reacciéon en Cadena de la
Polimerasa (PCR) para detectar el plasmido criptico (PC) de Chlamydia
trachomatis; entonces se podrd determinar la presencia o ausencia de este
microorganismo, as{ como también se conocerd su prevalencia y factores de
riesgo asociados a la infeccién en muestras endocervicales de pacientes que
acuden a la Clinica de Especialidades de la Mujer (CEM) de la Secretaria de la
Defensa Nacional (SEDENA)
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4. OBJETIVOS

4.1 Objetivo General

o
°n

Estandarizar la técnica de Reaccién en Cadena de la Polimerasa
(PCR) para el diagnéstico de Chlamydia trachomatis, en muestras
endocervicales de pacientes de la Clinica de Especialidades de la

Mujer (CEM) de la Secretaria de la Defensa Nacional (SEDENA).

4.2 Objetivos Particulares

7
*

Obtener el material genético (ADN) de los raspados endocervicales
proporcionados por las pacientes en la CEM a través del método

fenol-cloroformo (Sambrook, 1994)

Determinar las condiciones éptimas para la amplificacién por PCR

del fragmento de ADN bacteriano para el PC.

Comparar los resultados obtenidos por PCR y Vidas Chlamydia.

Establecer la prevalencia de Chlamydia trachomatisy la relacién con

factores de riesgo en pacientes mujeres que acuden a la CEM.
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5. MATERIALES Y METODOS

Material bioldgico:

Muestra purificada de ADN de Chlamydia trachomatis (serotipo L2)
donada por la Escuela Nacional de Ciencias Bioldgicas del IPN
(ENCB).

Cebadores (Invitrogen) especificos para la secuencia genética del
plasmido criptico.

Agarosa (Gibco BRL)

Muestras endocervicales obtenidas con hisopado de pacientes que

acuden a la CEM.

Reactivos y soluciones:

Buffer de extraccion (EDTA 0.02 M, Tris 0.01 M, SDS 0.5%)
Proteinasa K (Gibco BRL)

Fenol ultrapuro, (Gibco BRL)

Cloroformo (JTBaker)- Alcohol isoamilico (JT Baker) (24:1).
NaCl (Sigma) 5M.

Isopropanol (JTBaker)

Etanol (JTBaker) al 70%

TBE al 0.5%

Bromuro de etidio (Sigma)

Buffer de carga (Applied Biosystems)

Buffer de PCR 10x (Invitrogen)

Cloruro de magnesio 50 mM (Invitrogen)

Dioxinucledtidos trifosfatados 10 pM (dATP, dGTP, dCTP, dTTP)

(Invitrogen)
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e Enzima Taq polimerasa termoestable (Invitrogen)

e ddHx0

Equipos:
e (Camara electroforética horizontal (modelo Horizon 58, Gibco BRL)

e Fuente de poder (modelo 250, Gibco BRL)

Transiluminador de luz UV (LKB 20011 Macrovue)

Espectrofotémetro (Pharmacia Biotech).

e Termociclador Perkin-Elmer Gene Amp. PCR System 9600

El estudio fue aprobado por el Comité Institucional de Investigacién
de la Clinica de Especilidades de la Mujer de la Secretaria de la Defensa
Nacional. Las pacientes estudiadas firmaron una carta de consentimiento

voluntario para participar en el estudio.

5.1 Obtencién de Muestras

Para la presente investigacion se utilizé un total de 98 muestras
endocervicales de pacientes mujeres que acuden a la Clinica de Especialidades
de la Mujer, en la ciudad de México, en un periodo comprendido entre julio
del 2005 y marzo del 2006. A dichas pacientes se les explicd en que consiste el
estudio, se realizé un cuestionario (anexo 1) y se les pidié su consentimiento
para participar.

La toma de muestra de canal cervical para cada paciente se realizd por

duplicado empleando hisopos y espejos vaginales estériles.
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5.1.1 Anélisis de las muestras

De las dos muestras tomadas una se analizé6 por la metodologia
utilizada en el laboratorio clinico de la CEM para la deteccién de la bacteria
por medio de un inmunoanalisis enzimatico cualitativo, VIDAS CHL Blocking
Assay (bioMeérieux), que consiste en un sistema de micropozos que utiliza
anticuerpos policlonales contra el LPS clamidial, de una sensibilidad y
especificidad de 88 y 98 % respectivamente (con respecto al cultivo celular)
de acuerdo con las especificaciones del fabricante. Ademas de hacer el andlisis
de exudado microbioldgico y en fresco; la otra muestra, se utilizé para realizar
el diagnéstico molecular en el laboratorio de Biologia Molecular de la Escuela
Militar de Graduados de Sanidad (EMGS), mediante extracciéon de ADN y
posterior amplificacién por reaccién en cadena de la polimerasa (PCR).

Cada uno de los raspados endocervicales fue cultivado en el
laboratorio clinico de la CEM en medios para el aislamiento microbioldgico de

Gardnerella vaginalisy Candida albicans.

5.2 Extraccién y Purificacién de ADN

La extracciéon de ADN a partir de muestras endocervicales se realizé
utilizando la técnica descrita por Sambrook y cols. “” como a continuacién se
describe.

Después de haber tomado la muestra endocervical con el hisopo,
éste se sumergi6 dentro de un tubo Eppendorf de 1.5 pL que contenia 700 puL
de buffer de extracciéon (EDTA 0.02 M, Tris 0.01 M, SDS 0.5%) donde se
homogenizd y escurrid; desechdndolo. Posteriormente se agregd proteinasa K
(Gibco BRL) a una concentracién final de 50 pg/uL y luego se mezcld en

vortex 2 minutos e incubd a 65°C por 20 minutos.
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Se adiciond un volumen de fenol ultrapuro, (Gibco BRL) y se mezcld
en vortex 2 minutos, posteriormente se centrifugé a 2,000 rpm por 5 minutos.

Se recuperd la fase acuosa en un nuevo tubo Eppendorf y adiciond
un volumen de Cloroformo (JTBaker)- Alcohol isoamilico (JT Baker) (24:1).
Posteriormente se agité en vortex por 2 minutos y centrifugé a 2000 rpm
durante 5 minutos.

Se recuperd la fase acuosa en un nuevo tubo y precipito el ADN con
NaCl (Sigma) a una concentracién final de 0.2 M mas un volumen de
isopropanol (JTBaker). Se mezclé por inversién hasta la aparicién de la hebra
de ADN vy se centrifugo a 13,000 rpm por 5 minutos. Una vez hecho lo
anterior, se decant6 cuidadosamente para no desechar el pellet de ADN.
Finalmente se lavo 3 veces con 500 pl de etanol al 70%, centrifugd a 10,000
rpm, y se dejo secar por 30 minutos. Al final el ADN se resuspendié en 50 ul
de dd H20 estéril y se almacené a 4 °C.

Como control de calidad de la extraccién de ADN a todas las
muestras se les hizo PCR para un fragmento de beta globina humana,

previamente estandarizado el cual dio un amplificado de 268 pb

5.3 Comprobacién de integridad de ADN

Para evaluar la pureza del ADN vy su integridad se observd en geles
de agarosa (Gibco BRL) al 1% p/p. Para la preparacién de los geles, se pesaron
en un matraz Erlenmeyer 0.2 g de agarosa (GIbco BRL) llevandose a 20 g de
peso con TBE 0.5%, se calentd en horno de microondas por 30 segundos, se
peso nuevamente y agregd TBE 0.5% necesario para 20 g; la tincién del gel se
realiz6 con 1 pL de bromuro de etidio (0.5 pg/mL). Una vez solidificado el gel

se colocd en cdmara electroforética horizontal (modelo Horizon 58, Gibco

47



BRL) para su corrimiento, colocindose en el primer pocito 2.5 pL de
marcador de peso molecular de 50 pb, y en los siguientes pocitos, la muestra
de ADN previamente mezclada con 1.5 uL de buffer de carga. Después se
conecto la cdmara de electroforésis a la fuente de poder (modelo 250, Gibco
BRL) corriéndose a voltaje constante de 90 volts por 40 minutos; al terminar,

se visualiz6 en un transiluminador de luz UV (LKB 20011 Macrovue).

5.3.1 Cuantificacién de ADN por espectrofotometria

Para cuantificar el ADN control para la realizaciéon de la curva de
sensibilidad, se tomaron 10 pL de producto de reaccién de PCR control
positivo y se diluyeron en 490 nL de dd H20 estéril para tener una dilucién
1:50, después se tomaron lecturas a longitudes de onda de 260 nm en un
espectrofotometro (Pharmacia Biotech). Posteriormente, se realizé el cdlculo

de la concentracién de acuerdo a la formula siguiente:

Concentracién de ADN en pg/ml= 50 x Absorbancia a 260nm x Fact. de
Dilucién

5.4 Estandarizaciéon de PCR para Chlamydia trachomatis

Para estandarizar el ensayo de PCR se empled una muestra purificada
de ADN de Chlamydia trachomatis (serotipo L2) donada por la Escuela
Nacional de Ciencias Bioldgicas del IPN (ENCB)

En el presente estudio se utilizaron un par de iniciadores (Invitrogen)
especificos para la secuencia genética del plasmido criptico (Tabla 3), para

realizar la deteccién de C. trachomatis. Los iniciadores KL1-KL2 dirigidos
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contra el PC, descritos con anterioridad por Mahony y cols. ®¥, amplificaron
un fragmento de 241 pb observados en geles de agarosa al 2 %

Cada iniciador empleado fue disuelto en 400 pL de agua bidestilada
estéril. Llevandolos a una concentracién final de 89 uM y 82 uM para KL-1y
KL-2, respectivamente. De aqui, se preparé una solucién de trabajo a una

concentracién de 10 uM para cada uno de los iniciadores (anexo 2).

TABLA 3. Secuencia de iniciadores utilizados para la deteccién de Chlamydia

trachomatis en muestras endocervicales

Iniciador Secuencia ’ Tm
KL1 5-TCCGGAGCGAGTTACGAAGA-3’ 62
KL2 5-AATCAATGCCCGGGATTGGT-3’ 60

5.4.1 Reaccién en Cadena de la Polimerasa (PCR)

Para realizar la PCR se prepar6 una mezcla de reaccién que incluyo
los siguientes componentes: buffer de PCR 10x, cloruro de magnesio 50 mM,
dioxinucleétidos trifosfatados 10 uM (dATP, dGTP, dCTP, dTTP), un par de
iniciadores 10 uM (KL-1 y KL-2), enzima Taq polimerasa termoestable 5 U/uL
y una alicuota de 2 pL de DNA blanco. Todos ellos a una concentracién dada
para un volumen total de 25uL. por cada tubo eppendorf de 250 pL, se

mezclaron en vortex y se insertaron en el termociclador (tabla 4).

5.4.2 Parametros de amplificacién de ADN
La estandarizacién del programa de ciclos para la amplificacién de ADN
empleando iniciadores dirigidos contra el PC, se realiz6 primero tratando las

muestras a una temperatura de 94 °C por 10 min. para asegurar una completa
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desnaturalizacién del material genético. Después la temperatura fue reducida
por 1 min. a 56, 58, 60 y 62 °C para optimizar la temperatura de alineamiento
del par de iniciadores. Para la extensién del ADN, la temperatura fue elevada
a 72 °C por 10 min. y asf asegurar que se lleve a cabo por completo la actividad
de la enzima Taq DNA polimerasa. La amplificacion se llevo a cabo en un

termociclador Perkin-Elmer Gene Amp. PCR System 9600.

5.4.3 Comprobacién de amplificacién

Para comprobar si se llevo a cabo la amplificacién del fragmento
esperado, se corrieron 5 pL del producto de PCR en un gel de agarosa al 2%.
Preparado de manera similar al de comprobacién de integridad de ADN. Se
corri6 en la cdmara electroforética a 90 volts/30 min. Posteriormente se
visualizé en el transiluminador (LKB 20011 Macrovue). El tamafio del

fragmento esperado fue de 241 pb.

5.5 Anilisis estadistico

Para realizar el andlisis estadistico de los diferentes factores que
podrian contribuir y relacionarse a la adquisicién de C. trachomatis (edad,
método anticonceptivo, edad de inicio de vida sexual, nimero de parejas
sexuales) se utilizé la prueba de Ji-cuadrada (X?), usando el paquete Sigma

Stat version 3.5 (2005)
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6. RESULTADOS

6.1 Integridad de ADN

Al verificar la pureza e integridad del ADN extraido, se observd que
en todas las muestras habfa una buena cantidad de ADN integro, sin 6 con
poca degradacidn, pues se apreciaron bandas bien definidas de elevado

tamafio molecular al ser comparadas con el marcador de tamafio molecular (1

Kb plus Ladder) (Figura 5).

7, ~8u. 9. 10,411 1285138 14 15 16, 17 148 19, 20

[ W e e e YRR T R e e e

Figura 5. Pureza e integridad del ADN genémico de las muestras endocervicales en
estudio. E1 ADN fue obtenido utilizando la técnica fenol-cloroformo descrita por Sambrook
1994 y, su integridad evaluada por electroforesis en geles de agarosa al 1%. En el carril 1 y
20 se muestra el marcador de tamafio molecular (1 Kb plus ADN Ladder), y en los carriles 2
al 19, ADN genémico obtenido de 18 muestras cervicales diferentes de la poblacién en

estudio.

6.2 Estandarizacién de PCR
Primero se realizaron diferentes reacciones de amplificacién

utilizando el ADN purificado de Chlamydia trachomatis 12 donado por la
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Escuela Nacional de Ciencias Bioldgicas (ENCB), los iniciadores KL-1 y KL-2
dirigidos contra una regién del plasmido criptico de Chlamydia trachomatisy
empleando distintos parametros de temperaturas y concentraciones de

reactivos hasta obtener el adecuado (Tabla 4).

TABLA 4. Estandarizacién de concentraciones y volumen utilizado en cada

reactivo para cada mezcla de reaccién de PCR

Reactivo Conc. Soln. Stock Conc. Final Volumen g/

Buffer 10x 1x 25
*dNTP’s 2 mM 200 pM 25
Iniciador F (KL-1) 10 pM 1pM 25
Iniciador R (KL-2) 10 pM 1M 25
MgCl2 50 mM 2.5 mM 1.25
Taq Polimerasa 5 U/uL 0.02U/pL 0.05
ADN 50 ng/pL 2
dd H20 estéril 11.7

* Son una mezcla de dTTP, dATP, dGTP y dCTP a una misma concentracién de 2 mM.

El fragmento de ADN blanco fue una secuencia de 241 pb
genéticamente conservada del plasmido criptico (el espacio que ocupa el
material extracromosomal va desde los 727 a 967 pb), con lo cual se amplificé
el fragmento de tamaiio esperado (241 pb) y, el control negativo sin muestra
de ADN no mostré amplificacién alguna (Figura 6-A). Posteriormente se
procedié a probar tales condiciones de amplificacién a las muestras de

pacientes tomadas en el Laboratorio Clinico de la CEM (Figura 6-B)

52



obteniendo resultados similares a los obtenidos con la muestra control

positivo cuando la bacteria estuvo presente en la muestra.

250 pb

50 pb

Figura 6. Estandarizacién de PCR amplificando fragmentos de 241 pb en geles de agarosa al
2%.

A) Amplificacién de control positivo. Carril 1. Marcador de tamaifio molecular (50 pb DNA
Ladder). Carril 2. Control negativo de PCR. Carril 3. Control positivo de PCR en el cual se
agregd ADN de C. trachomatis donado por ENCB.

B) Amplificacién de muestras de pacientes. Carril 1. Marcador de tamafio molecular (50 pb
DNA Ladder). Carril 2. Control negativo de PCR. Carril 3. Control positivo de PCR. Carril
4,5 y 9, productos de amplificacién en muestras problema. Carril 6, 7 y 8, muestras

negativas, sin producto de amplificacion.

En todos los casos se realiz6 PCR por duplicado para contrastar
resultados. Para las muestras con resultado negativo después de realizar la
segunda reaccién de PCR ésta fue tomada como DNA blanco para la posterior
amplificacién y finalmente, emitir el resultado.

Los pardmetros encontrados para realizar la amplificaciéon del

fragmento de ADN plasmidico fueron con una temperatura Optima de
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alineamiento de 60 °C por 30 seg para cada uno de los 35 ciclos
(desnaturalizaciéon (94 °C), alineamiento (60 °C) y extensién (72 <°C)).

Utilizando termociclador Perkin-Elmer Gene Amp. PCR System 9600.

35 CICLOS

7290 172G

Dado que la amplificacién resulté satisfactoria se procedié a
cuantificar la cantidad de ADN bacteriano presente en el control positivo para
poder estimar cual es la cantidad minima detectable por cada reaccién de PCR
por medio del uso de una curva de sensibilidad, la cual fue realizada a partir

de concentraciones conocidas de ADN por cada tubo de PCR.

6.2.1 Cuantificacién de ADN por espectrofotometria

Después de haber realizado una reaccién de PCR utilizando el ADN
purificado control positivo Chlamydia trachomatis L2, se procedid a realizar
la cuantificacién de ADN, en la cual se utilizé una alicuota del producto de
reaccién de PCR control positivo, ésta fue diluida 1:50, posteriormente se
tomo la lectura de absorbancia a una longitud de onda de 260 nm. La
absorbancia leida fue de 0.039, la cual corresponde a 97.5 ng/ pL (anexo 3); se
ajusto la concentracién a 50 ng/pL y de estd se partié para realizar la curva de

sensibilidad.
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6.2.2 Curva de sensibilidad.

Una vez que se estandariz6 la concentraciéon de ADN control a 50
ng/pL, a partir de ella se procedié a realizar la curva de sensibilidad para
determinar la minima cantidad de ADN detectable en geles de agarosa al 2.0%
teflidos con bromuro de etidio y visualizados en cdmara UV. Asi mismo se
encontr6 que, la menor concentracién correspondia a 1 pg/pl (Figura 7) cuyo
valor es equivalente a 10 copias del pldsmido, lo cual corresponde a 1 cuerpo

elemental clamidial.

Figura 7. Curva de sensibilidad de amplificacién del fragmento de ADN del plésmido
criptico de C. trachomatis con un tamaiio de 241 pb mediante el uso de los iniciadores KL-1
y KL-2. El ADN fue previamente cuantificado por espectrofotometria. En la figura se
muestra un gel de agarosa al 2% donde se observa en el carril 1 marcador de peso molecular
(50 pb DNA Ladder), en el carril 2 se encuentra el control negativo de PCR y en los carriles
3-10, diluciones de las cantidades de ADN agregadas a cada reaccién de amplificacién de
PCR que van desde los 50 ng/pl hasta 0.1 pg/pl. La cantidad minima detectada por la PCR

fue de 1 pg/pl que se encuentra en el carril 9.

6.3 Analisis de datos
En el estudio fueron incluidas 98 muestras cervicales de mujeres que

asistieron al Laboratorio Clinico de la CEM. Todas las muestras incluidas
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fueron adecuadas para la amplificacién por PCR para la deteccién de
C. trachomatis al ser amplificado un fragmento del gen de B-globina humana
de 268 pb. Las muestras que dieron resultado negativo se reamplificaron (se
uso como DNA blanco el producto de PCR negativo para hacer otra PCR) para
considerarse como verdaderas negativas.

Se encontraron 20 (20.4%) casos positivos por PCR para infeccién
genital por la bacteria (tabla 6) y sélo 1 (1.02%) positivo reportado para
Vidas-Chlamydia (Tabla 5, Grafico 1), el cual a su vez fue negativo por PCR al
realizarse el reamplificado.

La edad de las pacientes oscila entre 19 y 59 afios con una edad
promedio de 33.8 afios; y una edad media de inicio de vida sexual de 19 afios.

La prevalencia mas elevada de C. trachomatis (25%) fue encontrada
entre mujeres menores de 30 afios de edad (Tabla 6). Del total de pacientes
infectadas, el 45% (9) no usa método anticonceptivo alguno; y de la poblacién
total estudiada sélo el 6.1% (6) utiliza anticonceptivos de barrera.

En general, la mayoria de pacientes en estudio aparentemente no
realizaban précticas sexuales de riesgo, debido a que s6lo 2 (2%) tenfan mds de
una pareja sexual y 5 (5.1%) tenian parejas ocasionales y no usaban métodos

anticonceptivos de barrera.

TABLA 5. Numero de casos positivos y negativos de infeccién genital por

C. trachomatis en pacientes de la CEM por medio de PCR y VIDAS CHL.

PRUEBA POSITIVO % | NEGATIVO % | TOTAL %
PCR 20 20.4 |78 79.6 | 98 100
VIDAS-CHL 1* 1.02 |97 98.97 | 98 100




* Se considero indeterminado.

100
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GRAFICO 1. Porcentaje de casos positivos y
negativos para Chlamydia trachomatis por PCR

20,4
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TABLA 6. Prevalencia de infeccién genital de Chlamydia trachomatis en

muestras positivas por PCR y su relacién con la edad.

RESULTADO PCR
EDAD (afios) | POSITIVO % | NEGATIVO % | TOTAL %
<30 10 25) |30 (75) |40  (100)
>31 10 (17.2) |48 (82.8) |58  (100)
TOTAL 20 78 98

Se determinaron cada uno de los factores que pueden contribuir a la

presencia o ausencia de la bacteria en la poblacién de estudio tomando en

consideracién solo los resultados de PCR ya que como se ha mencionado con

anterioridad hubo un solo resultado positivo para el estudio inmunolégico el
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cual fue considerado como indeterminado tras haber repetido la prueba y

considerar los datos clinicos de la paciente. De esta manera se observo que del

total de muestras positivas, 16 (16.32%) habian presentado al menos un aborto

(Tabla 7).

TABLA 7. Presencia y ausencia de aborto en casos positivos y negativos para

C. trachomatis por la técnica de PCR.

RESULTADO | CASOS C/ ABORTO | CASOS S/ ABORTO TOTAL
PCR
FRECUENCIA % |FRECUENCIA % |FRECUENCIA %
POSITIVO 16 1632 |4 408 |20 20.4
NEGATIVO 15 15.31 63 64.29 | 78 79.6
TOTAL 31 31.63 67 68.37 |98 100.0
GRAFICO 2. Presencia y/o ausencia de abortos en
pacientes con infeccion por C. trachomatis
70 63
60 —
50 —
40 I—
W Casos
30 c/aborto
20 16 15 —
0
Positivos Negativos
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Por otra parte, en el examen microbioldgico realizado se observo a

C. trachomatis asociada a 11 vaginosis bacteriana y 2 candidiasis. En cuanto a

la frecuencia del uso de métodos anticonceptivos en pacientes con infeccién

genital se encontrd lo siguiente: 9 sin método anticonceptivo, 6 DIU, 2

hormonal, 2 salpingoclasia y 1 de barrera (Tabla 8 y Grafico 3).

TABLA 8. Métodos anticonceptivos empleados por pacientes.

METODO CASOS POSITIVOS CASOS
ANTICONCEPTIVO NEGATIVOS TOTAL
FRECUENCIA FRECUENCIA
DIU 6 15 21 (21.43 %)
SALPINGOCLASIA 2 14 16 (16.33 %)
HORMONAL 2 10 12 (12.24 %)
BARRERA 1 5 6 (6.12 %)
SIN METODO 9 34 43 (43.88 %)
TOTAL 20 78 98 (100.0 %)

GRAFICO 3. Frecuencia del método anticonceptivo
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La comparacién de los resultados obtenidos por PCR en pacientes
que utilizaron algin método anticonceptivo y quienes no utilizaron ningin

método no arroja diferencia alguna. (Grafico 4).

GRAFICO 4. Comparativo de resultados por PCR en
pacientes que utilizaron un metodo
anticonceptivo diferente al de barrera y quienes
no utilizaron
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Los datos revelan que en el 45% la deteccién de Chlamydia
trachomatis por PCR fue de pacientes quienes refirieron no utilizar algun
método anticonceptivo y, en 30% de quienes utilizaban DIU. De acuerdo a los
datos obtenidos 6 pacientes acudian a la CEM presentando problemas de
esterilidad, de éstas, dos tenfan infeccién genital por C. trachomatis y ambas
manifestaron haber tenido antecedentes de aborto. Una de ellas manifest6
haber tenido cinco abortos.

Al utilizar el paquete Sigma Stat versién 3.5 (2005) para determinar
la posible relacién de la presencia de C. trachomatis con diferentes variables
de acuerdo a datos de la poblacién en estudio, no hubo relacién significativa
con la edad, edad de inicio de vida sexual y, el uso de métodos anticonceptivos
diferentes al de barrera. En cambio, si hubo relacién significativa con

antecedentes de aborto (p<0.05) (anexo 4).
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7. DISCUSION

Chlamydia trachomatis es uno de los principales agentes patdgenos
de transmisién sexual que se manifiesta tipicamente como cervicitis y
uretritis, y que de no ser atendidas adecuadamente pueden conducir a
Enfermedad Inflamatoria Pelviana, y esta a su vez puede progresar hacia
consecuencias severas como infertilidad, embarazos ectépicos y dolor
pelviano crénico y, ademas, puede producir transmisién perinatal causando
conjuntivitis y neumonia en el neonato. En México, el diagndstico de
C. trachomatis se realiza por lo general utilizando los diferentes estuches que
se encuentran disponibles en el mercado los cuales utilizan principalmente
anticuerpos policlonales, monoclonales y sondas genéticas; sin la aplicacién de
PCR.

La PCR es una técnica que presenta una elevada sensibilidad,
especificidad, y eficiencia, la cual esta influida por distintos pardmetros,
como: la composicién de los cebadores en relacién al DNA blanco, la
temperatura de alineamiento (Tm) de los cebadores disefiados, calidad y
cantidad de ADN vy concentracién adecuada de iones magnesio,
principalmente.

En el presente estudio se realizé la estandarizacién de la técnica de
PCR para la deteccion de C. trachomatis en muestras endocervicales
utilizando un par de cebadores dirigidos contra el plismido criptico de la
bacteria. El fragmento de ADN blanco fue una secuencia de 241 pb
genéticamente conservada del plasmido bacteriano, amplificindolo desde 727
a 967 pb dada la secuencia del mismo. Para realizar la reaccién de PCR
primero se obtuvo el ADN de cada una de las muestras, por el método de

fenol-cloroformo descrito por Sambrook y cols. De este modo cada una de las
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extracciones nos brindé una cantidad considerable de material genético y de
buena calidad, ya que la mayoria de ellas no mostraban degradacion alguna
(Figura 5). Se demostré que la técnica de PCR basada en la realizada por
Mahony y cols. ¥ tiene buena reproducibilidad y sensibilidad. La primera se
comprobd al generar fragmentos del tamaiio esperado (241 pb) y sin
fragmentos inespecificos tanto en muestras de pacientes como en nuestro
control positivo (Figura 6-A, B). La segunda fue comprobada al realizar la
curva de sensibilidad y observar que la minima cantidad detectable en geles
de agarosa al 2% tefiidos con bromuro de etidio, fue de 1 pg/pL (Figura 7);
ésta corresponde a la deteccién de un cuerpo elemental, es decir, 10 copias de
plasmido “2. A diferencia del estudio hecho por Mahony y cols. (1992) en el
estudio se utilizd una temperatura de alineamiento mayor (Tm= 60) lo cual
nos brinda una mayor sensibilidad y especificidad ya que se encuentra muy
cerca del Tm calculado para los cebadores KL1- K12 (tabla 3), reduciendo la
probabilidad de formacién de estructuras inespecificas, debido a que, los
cebadores estan disefiados para aparearse a una regién genéticamente
conservada del plasmido criptico ®, por lo tanto se favorece la especificidad
de la reaccién. La elevada sensibilidad de la PCR encontrada en este proyecto
coincide con otros reportes en los cuales se ha empleado (aunque con otros
cebadores y diferentes poblaciones) y a generado resultados similares, pero
siempre con mayor especificidad y sensibilidad que otros métodos con los
cuales se ha comparado @ 3+ 36,5259 Se detectaron 20/98 muestras positivas
para C. trachomatis, utilizando 2 pL de ADN por reaccién en 25 pL volumen
total, por 35 ciclos detectando como minimo un cuerpo elemental clamidial.
La comparacién de los resultados generados por la PCR y el método

inmunoldgico Vidas-CHL, mostré una diferencia notablemente favorable para
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la primera, dado que el método inmunoldgico no detecté ninguna de las
muestras positivas para PCR. En cambio, éste ultimo, detecté una muestra
positiva que al ser probada varias veces, no fue detectada en ninguna de ellas.
Esto puede tener tres principales explicaciones: 1) que el método
inmunoldgico empleado utiliza anticuerpos policlonales, lo que deriva en una
menor especificidad de la prueba, ademas, los ensayos EIA de este tipo
utilizan un anticuerpo policlonal anti-LPS, por ser la molécula mas abundante
en su pared celular, pero estos pueden tener reactividad cruzada con LPS de
otras bacterias como Klebsiella sp., Streptococcus sp., Acinetobacter sp. y
Gardnerella sp. ®7 9; 2) que al revisar los datos clinicos de la paciente se
observé que presentaba bartolinitis al momento de la toma de muestra, siendo
esta patologia de etiologia diversa y, puede ser ocasionada no solo por
C. trachomatis sino también por organismos como: Candida sp., Streptococcus
sp., Salmonella sp., y principalmente E. colj, entre otros; lo cual puede resultar
en una reaccion falsa-positiva; 3) si al realizar el raspado cervical se encuentra
una infeccién genital latente, puede ocasionar que haya en el DNA extraido
mayor cantidad de material genético de otras bacterias que de C. trachomatis
(si en dado caso llegase a existir en la muestra tomada) por lo tanto, puede
inhibir la amplificacién del fragmento de ADN blanco (% 6). Ademds, se ha
reportado por otros autores que existen varias sustancias que pueden actuar
como inhibidores de la PCR ©¢ 6D, las cuales pueden encontrarse en las
muestras clinicas (sangre, productos de inflamacién, entre otras) o ser ajenas a
ellas (talco de guantes, o material pldstico), debido a esto, ultimamente se ha
incluido en estuches comerciales de PCR un control interno para la deteccién
de inhibidores de amplificacién ® 1012 27. 47.56) pege a ello, las PCR’s que no

utilizan control interno presentan mayor sensibilidad y especificidad que
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otras pruebas para la deteccién de la bacteria ya que puede detectarla aun en
casos donde no existen sintomas de infeccién.

Se ha observado que cuando C. trachomatis se encuentra bajo
condiciones adversas en su medio ambiente, tales como: altas concentraciones
de glucosa, baja en nutrientes, elevadas temperaturas, la presencia de
subo6ptimas concentraciones de antibidtico o la presencia de interferon gama
(producto normal de respuesta inmune), ésta se revierte a cuerpos persistentes
no replicativos de forma anormal alargada, los cuales son escasos en MOMP,
LPS y otras proteinas de membrana externa & 38, Por ello, al realizarse la
deteccién del microorganismo por métodos inmunoldgicos no es reconocida,
dado que las moléculas blanco no se encuentran intactas (si estan presentes)
en la membrana externa de la célula bacteriana. De ahi que, la PCR muestre
una elevada sensibilidad, en primer lugar porque no distingue entre células
viables y células atrofiadas, si el fragmento de DNA blanco se encuentra en
buen estado éste sera amplificado y, en segundo lugar, detecta una secuencia
especifica del material extracromosomal, el cual se encuentra presente de 7 a
10 copias por cuerpo elemental clamidial @33 425D, por lo tanto, existe mayor
probabilidad de ser detectada mediante esta técnica.

La prevalencia encontrada para la detecciéon de C. trachomatis por
PCR fue de 20.4% (20/98), ésta es elevada dado que se trato de un estudio en
poblacién abierta. En comparacidn con otros reportes de estudios en México
donde emplearon poblacién similar & 14 17 ge nota una diferencia
significativamente mayor. De este modo, al contrastar nuestros resultados con
los obtenidos en estudios en trabajadoras sexuales 1319, clinicas de infertilidad
y ginecoldgicas en México ?! 27) se observa que son ligeramente menores a

éstos, lo cual nos lleva a suponer que dichos resultados en poblacién de riesgo
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podrian ser mas elevados, dado que se ha utilizado para su deteccién métodos
de menor sensibilidad y, ademads, ese tipo de poblacién presenta mayor
probabilidad para implicar a C. trachomatis en infecciones genitales, lo cual,
manifiesta que la poblacién mexicana en general esta en riesgo de contraerla.
Observamos también que entre las pacientes estudiadas hubo seis que
presentaban antecedentes clinicos de posible esterilidad, de ellas, a dos se les
detecto infeccién genital debida a Chlamydia trachomatis y ademas solo ellas
dos tenfan antecedentes de abortos y no tenian hijos, mientras que las 4
pacientes restantes al menos tenian un hijo y no presentaban aborto alguno; lo
cual coincide con lo reportado en otros estudios @ 22 24 donde se ha
relacionado a este microorganismo con casos de infertilidad en mujeres y
abortos.

El 51.6 % de las pacientes que presentaron infeccién por
C. trachomatis tuvo al menos un aborto, lo cual sugiere que existe una amplia
probabilidad de encontrar a éste patégeno relacionado a mujeres con este tipo
de antecedentes contrastando con lo reportado por otros autores & 2 y
también con la prueba de chi-cuadrada cuyo resultado determino que existe
una relacién significativa con la existencia de dicha bacteria (P= <0.001). A
diferencia de otros estudios donde han encontrado relacién entre la edad,
edad de inicio de vida sexual, método anticonceptivo (7-2D, y la presencia de
C. trachomatis no se encontrd una relacién estadistica entre estos factores y la
infeccién genital. Aunque, dado que la edad de la poblacién estudiada en
promedio es de 33 afios, se observo que existe cierta tendencia de haber
mayor prevalencia de la infeccién en pacientes menores de 30 afios (25 %)
que en mayores de 30 afios (17.2 %) (Tabla 6). Lo anterior concuerda con

otras publicaciones en donde se ha encontrado mayor prevalencia en mujeres
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adolescentes y jévenes menores de 20 aflos que en mujeres de mayor edad -2
31.36), Lo cual ha sido atribuido a diferencias anatémicas dadas por una menor
exposicion del epitelio escamo-columnar de la regién endocervical en mujeres
mayores @ y/o también debido a que la bacteria infecta con mayor facilidad el
cuello uterino inmaduro, por lo tanto, las mujeres jovenes son mas
susceptibles ?®. La comparacion de los resultados entre pacientes que utilizan
un método anticonceptivo cualquiera y quienes no lo hacen, determino que
no existe diferencia, ya que en ambos grupos se observo una proporcion
semejante de casos positivos para Chlamydia (grafico 4), lo que manifiesta el
riesgo de contraer ETS en general y de ahi, la importancia de utilizar
anticonceptivos de barrera en las relaciones sexuales.

Se observo que el 30 % de las pacientes en quienes se detectd
C. trachomatis utilizaban como método anticonceptivo DIU, (Tabla 8 y
Gréfico 3), lo cual es equiparable con otros estudios en poblacién mexicana (7
2); y aunque no se sabe bien si el hecho de utilizar como medida de
anticoncepcién el dispositivo intrauterino pueda ser un factor que
predisponga a la infeccién genital por dicha bacteria o de que manera
beneficie al microorganismo la presencia del mismo, es recomendable su uso
en personas quienes no presenten infecciéon por clamidias u otro
microorganismo patogeno.

De acuerdo a lo encontrado en este estudio (aunque fue realizado en
una muestra poblacional pequeiia), la presencia de abortos, tener menos de 30
aflos de edad y realizar practicas sexuales sin método anticonceptivo de
barrera, son factores que pudieran contribuir en gran medida a padecer
infecciones por C. trachomatis, sin embargo, se requiere de un mayor nimero

de muestras para validar lo observado y de este modo poder relacionar a la
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bacteria con ciertos signos y sintomas clinicos reconocibles para su posterior
tratamiento.

La estandarizacion de PCR para la deteccién de Chlamydia
trachomatis en muestras endocervicales es una util herramienta que nos
brinda una elevada sensibilidad, disminucién del tiempo de procesamiento y
una mayor confiabilidad para la deteccién de una bacteria con caracteristicas
especiales y de dificil diagndstico como las de éste organismo patdgeno de
transmisioén sexual tan comun y que representa un alto costo econdémico y en

la salud reproductiva, principalmente, de la mujer.
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8. CONCLUSIONES

1. Se estandarizd la técnica de Reaccién en Cadena de la Polimerasa (PCR)

para la deteccion de Chlamydia trachomatis en muestras endocervicales.

2. Se extrajeron cantidades aceptables de material genético en todos los
raspados endocervicales utilizados en este estudio, mediante el método de

extraccion por fenol-cloroformo.

3. La comparacidén de los resultados obtenidos para la deteccién de Chlamydia
trachomatis por la técnica de PCR y Vidas Chl. confirmo que la primera es la

mads adecuada para su deteccion.

4. La prevalencia general encontrada en este estudio fue del 20% y esta es
mayor en personas quienes sean menores de 30 afios de edad, con
antecedentes de aborto e infertilidad y no utilizan métodos anticonceptivos de

barrera.
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9. RECOMENDACIONES Y SUGERENCIAS

Con base en los resultados obtenidos podemos sugerir como
recomendacién para la deteccién de Chlamydia trachomatis a la Reaccidn en
Cadena de la Polimerasa como una técnica que ofrece una elevada
especificidad, sensibilidad y reproducibilidad; lo cual nos proporciona
resultados de mayor confiabilidad para la deteccién de microorganismos como
Chlamydiae en los cuales existen problemas técnicos en su deteccién por sus
caracteristicas, a veces, en gran medida complicadas y de peculiar biologia que
los convierte en un problema potencial para la salud publica.

Como sugerencias para proyectos futuros recomendamos lo siguiente:

e Realizar una comparacién con métodos mas sensibles que el ocupado
en el presente estudio (VIDAS-CHL), como una PCR dirigida a la
proteina mayor de membrana externa (MOMP) presente en la
bacteria.

e Mayor ntmero de muestras de pacientes y un mejor
cuestionamiento al paciente para determinar que factores se
encuentran relacionados a la presencia de la bacteria.

e Dividir el estudio entre pacientes menores de 25 afios y mayores de
dicha edad, para determinar el riesgo en la poblacién mexicana de
contraer dicho microorganismo y determinar asi su prevalencia de
una manera mds real y poder adoptar medidas para prevenir su

transmisién entre la poblacién.
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ANEXO1

PROTOCOLO PARA LA DETERMINACION MOLECULAR DE
Chlamydia trachomatis

Fecha:

Nombre del paciente:

Registro o Matricula:

Domicilio:

Edad:

Diagnostico:
Edad de Inicio de vida sexual

;Pareja fija u ocasional?

Infecciones urogenitales previas
Utilizacién de algin método anticonceptivo

Nuamero de hijos:
Ntmero de abortos:

Examen de exudado en fresco:
Resultado de diagnostico inmunoldgico

Autorizo participar en el estudio
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ANEXO 2

Iniciadores.

Primer KL-1

Secuencia: 5-TCCGGAGCGAGTTACGAAGA-3
Tm= 62 °C

Abs. =0.409

Conc. Oligonucleétidos: 89 pM

Primer KIL.-2

Secuencia: 5-AATCAATGCCCGGGATTGGT-3’
Tm= 60 °C

Abs. =0.358

Conc. Oligonucledtidos: 82 pM

Célculo para preparar los primers KL-1, KL-2 a concentracién 10 pM cada
uno.

De acuerdo con la siguiente relacién:
Para KL-1:
CinVin= Gt Vs
Vin = (10 yM) (100 pl)
(89 uM)
Vin=11.2 pL

Por lo tanto se tom¢é una alicuota de 11.2 pL del primer KL-1 y diluyé
en 88.8 pL de agua bidestilada estéril, para obtener una concentracién 10 uM
en 100 pL.

Para KL-2:
Vin = (10 uM) (100 pl)
(82 pM)
Vin=12.19 pL

La alicuota a tomar de KL-2 fue de 12.2 pL y se resuspendié en 87.8 uL
de agua bidestilada estéril para una concentracién 10 pM en 100 uL. Por lo
cual, estas soluciones del par de cebadores se utilizaron para realizar cada una
de las reacciones de PCR.
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ANEXO 3

Célculo para determinar la concentracién de ADN clamidial plasmidico a
partir de la lectura espectrofotométrica.

De acuerdo con la siguiente formula:

Conc. ADN = (Abs. 260) (dilucién) (50) = [ ] ng/pL

Sustitucion:
Conc. ADN = (0.039) (50) (50)
Conc. ADN =97.5 ng/pL

La concentracién hallada (97.5 ng/ pL) en la muestra del fragmento de ADN
plasmidico amplificado, se utilizo para realizar la curva de sensibilidad vy,
determinar la minima cantidad detectable por amplificacién de PCR. Para ello
se hizo un ajuste a 50 ng/uL partiendo de la concentracién de ADN
encontrada.

Curva de sensibilidad.

La curva de sensibilidad se realizé partiendo de una solucién de reaccién de
amplificacién C. trachomatis control positivo con mayor concentracién (50
ng/pL), hasta la dilucién de menor concentracién (0.1 pg/uL), para
posteriormente llevar a cabo una nueva reaccién de amplificacién de la cual se
observo la menor cantidad detectable del material genético de la bacteria.

NN TN TN

GYY YN

50 25 10 1 o] Q01 Q001 Q0001

ng/uL
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ANEXO 4
@ Edad de inicio vida sexual

Relacidn entre la presencia y/o ausencia de Chlamydia trachomatis vs edad de
inicio de vida sexual.

Resultado PCR
Edad (afios) Positivo Negativo
<20 15 58
221 5 20
Chi-square
Data source: Data 5 in Notebook 1
Subjects Col 1 Col 2
Row 1 15.000 58.000 Counts
14.898  58.102 Expected Counts
20.548  79.452 Row %
75.000  74.359 Column %
15.306  59.184 Total %
Row 25.000 20.000 Counts
5.102  19.898 Expected Counts
20.000  80.000 Row %
25.000  25.641 Column %
5.102  20.408 Total %

Yates correction for continuity was used in calculating this test.

Chi-square= 0.0524 with 1 degrees of freedom. (P = 0.819)

The proportions of observations in different columns of the contingency table
do not vary from row to row. The two characteristics that define the

contingency table are not significantly related. (P = 0.819)

Power of performed test with alpha = 0.050: 0.053
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The power of the performed test (0.053) is below the desired power of 0.800.
Less than desired power indicates you are less likely to detect a difference
when one actually exists. Negative results should be interpreted cautiously.

@ Método anticonceptivo
Relacidn de pacientes quienes emplean cualquier método anticonceptivo y

quienes no lo utilizan vsla presencia y/o ausencia de Chlamydia trachomatis
detectada por PCR.

Resultado PCR
Metodo . Positivo Negativo
Anticonceptivo
De cualquier tipo 11 44
Ninguno 9 34
Chi-square
Data source: Data 2 in Notebook 1
Subjects Col 1 Col 2
Row1 11.000  44.000 Counts
11.224  43.776 Expected Counts
20.000  80.000 Row %
55.000 56.410 Column %
11.224  44.898 Total %
Row 29.000 34.000 Counts
8.776  34.224 Expected Counts
20930  79.070 Row %
45.000  43.590 Column %
9.184  34.694 Total %

Yates correction for continuity was used in calculating this test.

Chi-square= 0.0194 with 1 degrees of freedom. (P = 0.889)

The proportions of observations in different columns of the contingency table
do not vary from row to row. The two characteristics that define the
contingency table are not significantly related. (P = 0.889)
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Power of performed test with alpha = 0.050: 0.049
The power of the performed test (0.049) is below the desired power of 0.800.

Less than desired power indicates you are less likely to detect a difference
when one actually exists. Negative results should be interpreted cautiously.

@  Aborto

Relacidn entre antecedentes de abortos vsla presencia y ausencia de

Chlamydia trachomatis.

Resultado PCR
Aborto Positivo Negativo
Si 16 15
No 4 63
Chi-square
Data source: Data 4 in Notebook 1
Subjects Col 1 Col 2
Row 1 16.000 15.000 Counts
6.327  24.673 Expected Counts
51.613  48.387 Row %
80.000  19.231 Column %
16.327  15.306 Total %
Row 24.000 63.000 Counts

13.673  53.327

5970  94.030
20.000  80.769
4.082  64.286

Yates correction for continuity was used in calculating this test.

Expected Counts

Row %
Column %
Total %

Chi-square= 24.445 with 1 degrees of freedom. (P = <0.001)
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The proportions of observations in different columns of the contingency table
vary from row to row. The two characteristics that define the contingency
table are significantly related. (P = <0.001)

Power of performed test with alpha = 0.050: 1.000

@ Infecciones ligadas a la edad

Relacidn entre la edad vs la presencia y/o ausencia de Chlamydia trachomatis

RESULTADO PCR
EDAD (afios) | POSITIVO | NEGATIVO
<30 10 30
> 31 10 48
Chi-square
Data source: Data 5 in Notebook 1
Subjects Col 1 Col 2
Row 1 10.000 30.000 Counts
8.163  31.837 Expected Counts
25.000 75.000 Row %
50.000 38.462 Column %
10.204 30.612 Total %
Row 210.000 48.000 Counts

11.837  46.163
17.241  82.759
50.000 61.538
10.204  48.980

Yates correction for continuity was used in calculating this test.
Chi-square= 0.465 with 1 degrees of freedom. (P = 0.495)

Expected Counts

Row %
Column %
Total %



The proportions of observations in different columns of the contingency table
do not vary from row to row. The two characteristics that define the
contingency table are not significantly related. (P = 0.495)

Power of performed test with alpha = 0.050: 0.098

The power of the performed test (0.098) is below the desired power of 0.800.
Less than desired power indicates you are less likely to detect a difference
when one actually exists. Negative results should be interpreted cautiously.
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ANEXO 5

PROCEDIMIENTO EXPERIMENTAL

Consentimiento

para realizarse

al actindin

Pacientes remitidas
al Laboratorio
Clinico de la CEM

< —

Toma de muestras

endocervicales con

hicAann actdril

A 4

Anilisis Inmunolégico
Vidas Chlamydia

Identificacion del
fragmento esperado en

gel de agarosa al 2%

A\ 4
A\ 4
i e 1 Anilisis
Analisis Microbioldgico
Molecular PCR
y en fresco

\ 4

Extraccién de ADN por el

método Fenol-Cloroformo

y

Amplificacién del
fragmento de ADN

por PCR

Identificacién del
ADN en un gel de
agarosa al 2%

A 4

Construccién de tablas y graficos para el andlisis

estadistico y de resultados
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