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RESUMEN

Uno de los agentes patogenos de transmision sexual de mayor importancia en nuestro pais
y en el mundo es Chlamydia trachomatis ya que la mayoria de las personas infectadas no
presentan sintomas, sin embargo estd bacteria puede generar ciertos padecimientos que
pueden ser graves en adultos y neonatos. El incremento del nimero de casos por
infecciones mixtas por Chlamydia trachomatis reportadas en diversos paises ha sido
gracias a los estudios de genotipificaciéon que se han realizado en los ultimos afios. En la
poblacion mexicana la prevalencia de genotipos e infecciones mixtas por C. trachomatis se
desconoce, es por ello que el objetivo de este trabajo fue la estandarizacion de una técnica

de hibridacion por dot blotting para la identificacion de genotipos de C. trachomatis.

Los ensayos realizados para la estandarizacion de la técnica de hibridacion dot blotting
mostraron que las condiciones dptimas para su desarrollo fueron: desnaturalizar el ADN a
94°C, fijar el mismo con luz UV en membrana de nylon durante 2 minutos, emplear una
concentracion de sonda de Ing/ul y usar una dilucidon de conjugado avidina-peroxidasa
1:1000. Se evaluo la capacidad de la técnica para identificar diferentes genotipos la cual

reveld que puede detectar genotipos de C. frachomatis de una manera rapida y sencilla.

viii



INTRODUCCION

Las infecciones por C. trachomatis son consideradas como un problema de salud publica
por su alta prevalencia y debido a que la mayoria de los pacientes infectados desconocen
su situacion, conviertiendose en un reservorio capaz de transmitir la infeccion a sus
parejas sexuales, ya que las etapas iniciales de las infecciones genitales por Chlamydia
trachomatis son asintomaticas en hombres y mujeres (del 50 y 90% respectivamente)
(Darville et al, 2010; Land et al, 2010; Zheng et al., 2007). Sin embargo pueden tener un
caracter sintomatico produciendo diversos cuadros clinicos, tales como uretritis, cervicitis,
enfermedad pélvica inflamatoria (EPI), epididimitis, proctitis, etc. Aunque el principal
impacto de la infeccion es dirigido a la salud reproductiva de la mujer, también puede
afectar a hombres y neonatos. Ademas de que aumenta el riesgo de adquirir otras ITS
como VIH y virus de papiloma humano (VPH) (Koskela ef al., 2000 y Zheng et al., 2007).
Debido a lo anterior el diagnostico oportuno de infecciones por Chlamydia trachomatis es
de suma importancia ya que este patdgeno puede persistir por meses 0 anos en Organos
superiores de los genitales, aun cuando no se detecte en el endocérvix (Villagrana et al.,

2013), lo que generard complicaciones antes mencionadas.

Un hecho importante es si una persona portadora asintomatica de C. trachomatis y no usa
métodos anticonceptivos de barrera y tiene una o multiples pareja(s) sexual(es) infectada(s)
con otros genotipos, corre el riesgo de estar coinfectado por mas de un genotipo de C.
trachomatis. A pesar de lo anterior, la técnica de reaccion en cadena de la polimerasa
(PCR) ha permitido identificar a los individuos infectados por este patégeno. Sin embargo,
para identificar estos genotipos se han empleado otras técnicas, tales como: patrones de los
polimorfismos de longitud de los fragmentos de restriccion (RFLP por sus siglas en inglés)
0 secuenciacidon de nucledtidos que requiere de un secuenciador, ambas técnicas tienen la
desventaja de no detectar infecciones multiples por C. trachomatis es decir no identifican
mas de un genotipo en una muestra clinica y ademas son técnicas costosas. Sin embargo, la
identificacion de genotipos se puede realizar mediante la técnica de hibridacion por dot
blotting, el cual permite la identificacion de infecciones mixtas por C. trachomatis. Es por
ello que el objetivo de este trabajo fue estandarizar una técnica que sea accesible, rapida y

de bajo costo.



2. MARCO TEORICO

2.1 Caracteristicas generales

Chlamydia trachomatis es una bacteria aerdbica caracterizada por ser un patdgeno
intracelular obligado. Tiene la peculiaridad de ser dimorfico, ya que se presenta como
cuerpo elemental (CE) y cuerpo reticulado (CR), ambos contienen ADN, ARN y ribosomas
procarioticos tipicos. El CE es la forma infectiva, es inmovil no ciliada la cual tiene una
forma esférica u ovalada, su tamafo varia entre 0.2 a 0.4 pm. La pared celular de estas
bacterias tienen un alto contenido de lipidos y a diferencia de otras bacterias carece de
peptidoglicano y dcido murdmico, pero presenta proteinas extracelulares ricas en cisteina,
las cuales estdn unidas en forma cruzada mediante puentes disulfuro confieriendole rigidez
para brindarle proteccidon contra situaciones de estrés mecanico y osmotico. Presenta
antigenos especie-especificos que inducen la fagocitosis, no tienen actividad metabolica y
no pueden replicarse fuera de las células del hospedero. (Ostos y Mélida, 2003; Arréiz ef al,

2008)

El CR es la forma que adopta la bacteria cuando esta dentro de la célula, no es infectiva y
lleva a cabo funciones metabdlicas y de replicacion, es pleomorfico y tiene un tamafio que
oscila entre 0.6-1 um. A diferencia del CE posee una membrana fragil. Es capaz de inhibir
la fusion fagolisosomica y la subsecuente lisis de las bacterias por los lisosomas de la

célula huésped. (Ostos y Mélida, 2003; Arrdiz et al., 2008)

Es un patogeno que no es de vida libre y es exclusivo del humano el cual puede infectar
diversos tejidos como el conjuntivo, urogenital y linfitico o bien células como monocitos

y macrofagos. (Molina et al., 2010; Stephen, 2013)

2.2 Genoma

El andlisis genémico ha demostrado un genoma cromosomico pequefio el cual tiene
alrededor de 1-1.2 millones de nucle6tidos donde el 58.7% son A-T. (Ostos y M¢élida,
2003; Molina et al, 2010; Stephen et al., 1998)



Recientemente, las comparaciones gendmicas de los serotipos A, D, L2, han mostrado que
los genomas de los diferentes serotipos son muy similares en tamafo, la secuencia de
nucledtidos y en niimero de proteinas previstas. Estos genomas codifican entre 889 y 920
proteinas, de los genes previstos y también funcionales, 846 son comunes en los tres
genomas. (Stephen et al., 1998)

A diferencia de otros genomas bacterianos, el genoma de C. trachomatis tiene un alto nivel
de conservacion en el contenido de los genes (80% al 98%). Las diferencias menores se
deben al tropismo celular y la forma en la que se presenta la enfermedad.

La dilucidacion del genoma ha permitido una introspeccion importante dentro de la
genética, estructura molecular, fisiologia, metabolismo, la biologia intracelular, la
patogenicidad y la genotipificacion de este patogeno. La informacioén importante que se ha
recabado del andlisis de las secuencias del genoma completo incluye la presencia de genes
para una biosintesis completa de peptidoglicanos y su reciclaje, las proteinas 2 y 3 de union
a la penicilina y el inesperado numero elevado de genes de clamidia estan relacionados con
organismos superiores, particularmente los cloroplastos de las plantas. También el
descubrimiento de genes que codifican ADP/ATP translocasas, ATPasa vacuolar y
ATPasas flagelares probablemente involucradas en la sintesis de ATP, descartan a
Chlamydia trachomatis como un auxotrofo estricto de ATP, ya que por mucho tiempo se
consider6 como un microorganismo energético debido a que era incapaz de sintetizar ATP
y por tanto lo obtenia de la célula hospedadora para asegurar cantidades suficientes y
satisfacer sus necesidades metabolicas. El analisis de la transcripcion de genes en la
infeccién activa contra la infeccion persistente sugiere que en la primera fase de la
infeccion clamidia utiliza el ATP derivado de la célula hospedera, mientras que en la
infeccion persistente la fuente primaria de energia no es producida por la célula hospedera.

(Ostos y Mélida, 2003; Stephen, 2013)

2.2.1 Gen ompA

Es el gen responsable de codificar la proteina principal de membrana externa (MOMP) por
sus siglas en inglés, conocido en principio como gen ompl el cual esta constituido por
1,182 pb en un marco de lectura abierto, codifica para 394 aminoacidos y tiene 3 codones

de terminacion (Molina et al., 2010). Este gen estd formado por 4 regiones denominados



dominios variables (VS) separados por 5 regiones altamente conservadas llamados
dominios constantes. (Land et al., 2010; Morre et al., 1998; Yang et al., 1993)

Brunelle et al., (2006) analizaron secuencias nucleotidicas de genes constitutivos, regiones
intergenicas no codificantes, genes de proteinas polimorficas de membrana (pmp) y el gen
ompA demostraron que este ultimo presenta mayor numero de sitios de variabilidad en su
secuencia nucleotidica por lo que lo hace ser el més polimorfico (27.7%) seguido del gen
pmpH (8.8%). Debido a lo anterior el gen ompA se ha empleado como blanco en técnicas
de genotipificacion, lo cual ha permitido identificar nuevas genovariantes de Chlamydia
trachomatis (Lysén et al., 2004). En estudios previos se han reportado que de la mitad de
las mutaciones en el gen ompA ocurren en la regién constante donde el 50% de estas son
silenciosas. Sin embargo las mutaciones que ocurren en las regiones variables originan
cambios en la secuencia de aminodcidos, lo que puede alterar las funciones bioldgicas de
Chlamydia trachomatis. (Abdelsamed et al., 2013; Dean y Millman, 1997; Guerra et al.,
2011)

2.3 Factores de virulencia

Hay muchos factores potenciales de virulencia, que promueven la colonizacion e invasion
al hospedero los cuales juegan un papel importante en la patogenesis, la mayoria son
estructurales principalmente componentes de la membrana externa entre otras moléculas

proteicas. A continuacion se describen brevemente:

2.3.1 Proteina pricipal de membrana externa (MOMP)

La MOMP es una proteina que constituye el 60% del peso de las proteinas presentes en la
membrana externa y aproximadamente el 30% del peso del organismo, tiene una masa de
subunidad de aproximadamente 38-43 kDa (varia segun el serotipo). Esta proteina externa
estd involucrada en la interaccion inicial con las células del hospedero, es el antigeno
dominante de la bacteria desde el punto de vista inmunoldgico, y expone los epitopos
especificos de cada serotipo. La MOMP tiene diversas funciones: confiere integridad en la
estructura externa del CE, actia como adhesina, facilitando la penetracion de los CE al
interior de la célula eucariota, en el CR tiene actividad de porina que sirve como via de

difusion de nutrientes, productos de desecho y antibioticos (Stothard et al., 1998; Wang et



al., 2005). Los 5 dominios transmembranales son conservados y los 4 dominios variables
(VS) que se encuentran expuestos en la superficie (Figuras 1 y 2). Diversos autores han
estudiado la importancia de los VS de la MOMP, llegando a la conclusion de en estas
regiones se localizan los epitopos responsables de la respuesta inmunolégica. (Findlay et
al., 2005; Morré et al., 1998; Stothard et al., 1998; Yuan et al., 1989)

La variabilidad de los epitopos localizados en los VS parece responder a la presion
inmunolédgica a la que se ve sometida la bacteria. Hay una evidencia remarcada que las
mutaciones de la MOMP estan relacionadas con las estrategias de evasion del sistema
inmune ya que acumula mas cambios aminoacidicos que cualquier otra proteina, estos
cambios son 3 veces mas frecuentemente en los VS que en los dominios conservados.

(Alonso et al., 2012)
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Figura 1. Estructura de la MOMP de C.trachomatis donde muestran las 4 regiones variables
(VS1, VS2, VS3 y VS4) expuestas en la superficie. (Findlay et al., 2005)

2.3.2 Lipopolisacarido (LPS)

Es uno de los principales componentes de la membrana externa (Figura 2), es un antigeno
termoestable, constituye el epitopo especifico de género y tiene baja actividad endotdxica.
Su ausencia impide la conversion de CR a CE por lo que juega un papel importante en la

infeccion de las células eucariotas. (Nguyen et al., 2011)



2.3.3 Proteinas polimérficas de membrana (Pmp)

Las Pmp son una familia de 9 genes (pmpA-I) pueden ser significativos en la severidad de
la enfermedad entre cepas de clamidias. Dichos genes codifican proteinas en la membrana
externa de los CE (figura 2), las cuales tienen un papel importante en la patogénesis debido
a su funciéon de adhesinas y autotransporte, ademds tienen una alta inmunogenicidad.

(Abdelsamed ef al., 2013; Byrne, 2010; Nunes y Gomes, 2014)

Figura 2. Modelo hipotético de la envoltura trilaminar de C. trachomatis (Molina, 2010). MOMP:
Proteina Principal de Membrana Externa, PGP3: Proteina glicosilada del Plasmido, HSP-60KDa:

Proténa de Choque Térmico y Pmp: Proteinas Polimorficas de Membrana.

2.3.4 Complejo proteico de membrana externa rico en residuos de cisteina
(COMCO)

Este complejo contribuye a la rigidez y estabilidad osmoética del CE y participa en las

primeras fases del anclaje del CE a la célula eucariota como otra adhesina. Recientemente

se ha podido definir que hasta 28 proteinas forman parte de ese complejo, entre ellas PmpB,

PmpC, PmpE, PmpF, PmpG, PmpH, OprB o PorB.Pero las 2 proteinas mas prevalentes de

este complejo son OmcA y OmcB. La proteina OmcB (también denominada Omp2 o EnvB)



es la mas abundante del complejo y estd en una proporcion 1:5 respecto de MOMP. Parece

estar implicada en la transicion de CR a CE. (Liu et al, 2010)

2.3.5 Proteinas de choque térmico (Hsp)

Son proteinas con una estructura muy conservada presentes en todos los organismos. Su
funcion principal es actuar como chaperonas, se inducen en respuesta al estrés, modulan la
respuesta inmune del hospedero, y se considera que tinen un papel inmunopatogénico.

(Darville y Hiltke, 2010; Mascellino et al, 2011)

La proteina de choque térmico de 60kDa (Hsp60) aparece durante las infecciones cronicas
persistentes, y parece asociarse a fenomenos de infertilidad tubérica, enfermedad pélvica
inflamatoria (EPI) o gestacion ectopica en pacientes infectados cronicamente con

C. trachomatis.

La proteina Hsp70 se localiza en el citoplasma y en la membrana externa de los CE. Se cree
tiene un papel mediador en la adhesion de C. trachomatis a la célula hospedadora inducen

una respuesta inmune de tipo humoral. (Alonso et al, 2012)

2.3.6 Sistema de secrecion tipo III

Es un mecanismo clave de la virulencia ya que facilita la interaccion entre clamidia y la
célula hospedera. El sistema de secrecion tipo Il puede introducir las proteinas efectoras
de clamidia, como por ejemplo las proteinas de membrana de inclusion (Incs), CopN y Tarp
(potencialmente involucradas en la invasion) dentro de las vacuolas de inclusion y
membranas, o dentro del citoplasma del hospedero, lo que puede alterar la funcidon normal

de la célula hospedera para el beneficio de la bacteria.

Existen 7 proteinas Inc bien caracterizadas en C. trachomatis (IncA-G), Se ha considerado
a IncB podria tener un papel importante en impedir la fusion del lisosoma una vez que el
CE ha sido fagocitado (Alonso et al., 2012), asi también la IncG juega un papel
importante en infecciones cronicas y agudas, ya que es un inhibidor indirecto de la

apoptosis permitiendo a Clamidia trachomatis mantenerse viable dentro de la célula



hospedera o bien pueda completar su ciclo de desarrollo para infectar otras células.

(Abdelsamed et al., 2013; Byrne, 2010)

Otra posible proteina secretada por este sistema es la CPAF por sus siglas en inglés
chlamydial protease-like activity factor. Se ha comprobado que puede degradar los factores
implicados en la transcripcion del hospedador, necesarios para la presentacion de antigenos
por parte de los complejos CMH-I y CMH-II, lo que interfiere en la habilidad del
hospedador a la hora de responder frente a la infeccion clamidial. (Alonso et al., 2012;

Byrne, 2010)

2.3.7 Téxina Clamidial

La cepa de C. trachomatis del serovar D que se ha aislado de tracto urogenital humano
presenta un gen homodlogo de citotoxinas reportadas en E.coli enterohemorragica 0157 y
Clostridium. En un estudio se demostrd que esta cepa de clamidia expres6 una proteina
que causo la reorganizacion de actina de una manera muy similar a la toxina B de
Clostridium en células HeLa, lo que evidencia una actividad citotoxica por parte de esta
cepa de clamidia. (Abdelsamed et al., 2013; Belland et al., 2001; Byrne, 2010; Carabeo et
al., 2002; Nunes y Gomes, 2014)

2.3.8 Plasmido criptico
En casi todas las clamidias aisladas de humanos estdn presentes de 7-10 copias de
plasmidos cripticos por  célula bacteriana. Todos los plasmidos cripticos son
extremadamente similares con menos de un 1% de variaciones en la secuencia de
nucledtidos, todos tienen aproximadamente 7.5 kb (4.4kDa), con 8 marcos de lectura y las
secuencias nucleotidicas estan altamente conservadas entre las diferentes cepas. (Stephen,
2013). Aun no se comprende su funcion del plasmido, sin embargo, Carlson et al., (2008)
han demostrado que la inoculacion de cepas de C. trachomatis sin plasmido a ratones no
producen la enfermedad lo cual demuestra el papel que juega el plasmido criptico en la

virulencia.



2.4 Taxonomia y Clasificacion

La clasificacion taxondémica de las bacterias pertenecientes a la familia Chlamydiaceae ha
sido muy discutida en los ultimos afios. Basandose en el andlisis genético de las
subunidades 16S y 23S del ARNr. Everett et al., (1999) establecieron, los géneros
Chlamydophila y Chlamydia, los cuales poseen 6 y 3 especies respectivamente (Figura 3).
Ambos géneros se diferencian por sus caracteristicas fenotipicas, patoldgicas, tipo de
hospedero que infectan, secuenciamiento genético y analisis filogenético de operdn
ribosomal. Por ejemplo se ha observado que especies del género Chlamydophila no
producen glucégeno y tiene un solo operdn ribosomal, mientras las especies del género
Chlamydia producen glucogeno y poseen dos operones ribosomales. (Nunes y Gomes,

2014
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Figura 3. Taxonomia de Chlamydia trachomatis.

C. trachomatis es el agente infeccioso de mayor importancia debido a las diversas
patologias que produce en el humano pero existen otras especies del género

Chlamydophila que pueden causar enfermedad en el humano como C. pneumoniae que



causa neumonia, bronquitis y faringitis. Algunas otras especies pueden causar
enfermedades zoonoticas como C. psiftaci que causa neumonia al tener contacto con aves
infectadas, C. abortus causa abortos por contacto con ovejas y carneros infectados y
C. felis causa conjuntivitis por tener contacto con gatos infectados. (Alonso ef al., 2012)
Las cepas de Chlamydia trachomatis se han clasificado en: biovares o patotipos en base
al tropismo celular, serovares (serotipos) por las diferencias serologicas de la MOMP y en
genovares (genotipos) de acuerdo a la similitud de secuencias nucleotidicas del gen ompA
(Figura 4). (Abdelsamed et al., 2013)

La primera clasificacion de las cepas de Chlamydia trachomatis fue realizado en 1970
por Wang y Grayston donde se identificaron 15 serovares mediante la técnica de
microinmunofluorescencia usando anticuerpos monoclonales, contra diferentes epitopos
antigénicos sobre la MOMP. Estd técnica fue el sostén principal de la tipificacion
epidemioldgica durante varias décadas.

De acuerdo con Abdelsamed et al., (2013) las cepas de C. trachomatis estan divididas en 2
biovares: oculogenital y LGV. Los cuales a su vez se subdividen en 19 serovares que

estan asociados con diferentes enfermedades (Figura 4).

Chlamydia trachomatis

Biovares Oculogenital LGV
ABBayC D,Da,E,F,G,H,l,1a,),Ja,K L1L2,12ay 13
Enferm.edades Infeccién urogenital y Linfogranuloma
asociadas Tracoma R . = 2
conjuntivitis de inclusion venéreo

Figura 4. Clasificacion de Chlamydia trachomatis.
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Por otra parte el andlisis filogénetico ha permitido clasificar a las cepas de Chlamydia
trachomatis en base a la secuencia nucleotidica del gen omp 4 en 3 grupos: El grupo B que
esta conformado por los serovares B, Ba, D, Da, E, L1, L2a y L2b, el grupo C consiste en
los serovares A, C, H, 1, Ia, J, Ja, Ky L3 yun grupo intermedio que incluye los serovares F

y G (Figura 5). (Yuan et al., 1989; Zheng et al., 2007)
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Figura 5. Arbol filogénetico de los diferentes genotipos considerando el gen ompA de
C. trachomatis. (Stevens et al, 2004)

2.5 Ciclo de vida
Las clamidias experimentan un ciclo biologico bifasico tnico donde presenta dos formas:
el cuerpo elemental (CE) es la forma infecciosa y el cuerpo reticular (CR) es la forma

replicativa. (Arraiz et al., 2008)

El ciclo inicia con la adherencia de los CE a un receptor, aunque no se conocen bien los
receptores especificos de la célula hospedera ni de la bacteria implicados en este proceso,
pero se sugiere que los distintos serovares pueden emplear diferentes estrategias de
adhesion como: MOMP, PMPs, Tarp, etc. (Abdelsamed ef al., 2013; Byrne, 2010; Nunes y
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Gomes, 2014). Se han descrito varias vias de entrada a las células como son: fagocitosis
parasito especifica, endocitosis mediada por receptor y fagocitosis dependiente de
microfilamentos. (Molina et al, 2010). Una vez dentro de la célula, los CE presentes en la
vesicula, comienzan un proceso de reorganizacion o diferenciacion de CE a CR, los
primeros cambios son el inicio de la sintesis proteica y la transformacion de la MOMP de
su forma trimérica a monomérica, con lo que aparecen poros de un tamafio adecuado para
el paso de ATP y nutrientes. A las 12 horas post-infeccion, todas las bacterias intracelulares
estan en forma de CR las cuales se dividen por fision binaria dentro de la vesicula
formando un cuerpo de inclusion. Durante esta etapa se produce un crecimiento
exponencial dentro del fagosoma existiendo 100-1000 bacterias, con un tiempo de
duplicacion de 2-3 horas.Ya concluido el ciclo de crecimiento, comienza una nueva
reorganizacion de los CR a CE para formar una inclusion madura. La reorganizacion no es
un proceso sincronico, es decir coexisten CR en reproduccion junto a CE maduros. Al cabo
de 48 a 72 horas, la célula se rompe y libera méas de 1000 CE infecciosos, aunque el
mecanismo de liberacién no se conoce aun con exactitud, en algunos casos estudiados se
ha descrito un mecanismo semejante a la exocitosis, pero generalmente los CE son
detectados en el medio extracelular por lisis celular. (Alonso et al., 2012; Longo et al.,
2012)

El ciclo normal descrito anteriormente puede ser afectado por muchos factores incluyendo
INF-y, deplecion de nutrientes (p.ej.triptofano), tratamiento con antibidticos como
B-lactamicos, choque térmico, AMP ciclico y hormonas. Estos factores pueden inducir la
formacion de cuerpos reticulares anormales denominados formas aberrantes (FA) en donde
su actividad metabdlica disminuye, no se replica y suele ser resistente al tratamiento

antibiotico. (Ostos y Mélida, 2003)

Las FA permanecen en el interior de la célula como agente infeccioso latente o persistente
y su presencia se ha asociado con procesos cronicos infeccioso y no infecciosos. Cuando
son eliminados del medio los factores inductores de las FA, estos se convierten en CE
infectivos regresando asi al ciclo normal para ser liberados e infectar las células vecinas

perpetuando asi el ciclo (Figura 6). (Dean ef al., 2000)
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Figura 6. Ciclo biologico de Chlamydia trachomatis. (Longo et al, 2012)

El tiempo de necesario para completar el ciclo de desarrollo de C. trachomatis depende de

cada serotipo que puede variar entre 36 y 72 horas. (Alonso ef al., 2012)

2.6 Manifestaciones clinicas
2.6.1 Infeccion genitourinaria

Los serotipos D-K de C. trachomatis inicialmente infectan células de la mucosa genital
de hombres y mujeres, aunque en raros casos se han aislado los genotipos B y C que
comunmente causan tracoma debido al contacto accidental de la conjuntiva hacia los
genitales. Entre el 70-90% de las mujeres y del 30 -50% de los hombres cursan una
infeccion asintomatica (De Haro et al., 2011; Ostos y Mélida, 2003), sin embargo algunos

individuos muestran diversos sindromes clinicos que a continuacién se describen:
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2.6.1.1 En Mujeres
Algunas mujeres después de un periodo de incubacion de 1 a 3 semanas pueden presentar
sintomas generales como: secrecion purulenta, prurito vaginal, dolor abdominal o pélvico,
alteraciones menstruales, disuria, bartolinitis y fiebre.
La manifestacion clinica mas frecuente es la cervicitis, aunque existen casos donde el
unico sitio de infeccion es la uretra, asociada a sintomas tales como la disuria y
polaquiuria. En mas del 60% de los casos, C. trachomatis es el principal agente causal del
sindrome de uretritis no gonocécica (UNG). (Stephen, 2013)
Las complicaciones que puede generar una infeccion por C. trachomatis son a nivel tracto
genital superior. La propagacion ascendente de la bacteria desde el canal cervicovaginal,
puede provocar endometritis, salpingitis, enfermedad pélvica inflamatoria (EPI), y
finalmente peritonitis o perihepatitis asociada (sindrome de Fitz-Hugh-Curtis) es la
complicacién mas seria de la infeccion por clamidia en las mujeres que puede provocar una
diseminacion sistémica de la bacteria. Las secuelas mas graves de la enfermedad aun
cuando se ha erradicado el patogeno es dolor crénico pélvico e infertilidad por obstruccion
tubérica (OBT). (Ostos y Mélida, 2003)
En la mujer embarazada infectada puede presentar embarazo ectopico, abortos de
repeticion, ruptura prematura de membranas y comunmente presentar fiebre postparto.

(Ramos et al., 2001)

2.6.1.2 En Hombres

Las manifestaciones clinicas que pueden presentar son: uretritis generalmente con descarga
mucoide, aunque se reconoce un espectro que va desde la ausencia de la descarga a una
descarga purulenta, disuria, prurito uretral y ocasionalmente poliaquiuria. El periodo de
incubacion de la UNG es mayor que el de la gonorrea, variando entre 1 y 3 semanas en la
mayoria de los casos. C. trachomatis es el principal agente causal en mas del 50% de los
casos de UNG, también se ha convertido junto con N. gonorrhoea es la principal causa de
epididimitis aguda el cual se presenta usualmente como una UNG con dolor epididimario o
testicular unilateral asociado a edema, sensibilidad y fiebre. También puede causar

prostatitis cronica e infertilidad. (Young y Kyu, 2013)
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2.6.2 LGV

El linfogranuloma venéreo es una enfermedad sistémica producida por los serotipos L1,
L2 (y sus genovariantes recientemente descritas 2a, 2b ,2c, 2d, 2e, 2f y 2g) y L3. (Guerra

et al.,2012) El cuadro clinico consiste en tres fases:

La primera etapa (3-30 dias después del contacto sexual) se caracteriza por la aparicion de
una ulcera pequefia e indolora en la mucosa genital o piel adyacente. Esta lesion inicial
puede ser intrauretral, cervical o rectal causando wuretritis, cervicitis o proctitis
respectivamente. Pero generalmente esta etapa suele ser asintomdatica o con muy pocos
sintomas. La segunda etapa se caracteriza por una linfadenopatia inguinal eritematosa y
dolorosa lo cual da origen a la formacién de bubones, sobre uno o ambos lados del
ligamento inguinal (signo del surco). Los bubones pueden romperse espontdneamente
drenando pus. También pueden palparse ganglios alrededor del recto de varones o mujeres
que practican relaciones sexuales anales. Alrededor de los ganglios hay sangre, flujo de pus
o diarrea, dolor abdominal y tenesmo. Las manifestaciones a nivel sistémico durante esta
etapa son fiebre, escalofrio, dolor de cabeza, mialgias, artralgias, hepatitis, neumonitis y
meningoencefalitis. La tercera etapa es cronica cuando no se trata y se caracteriza por la
formacion de estenosis ano-rectal, abscesos perirrectales, elefantiasis e infertilidad. (Alonso

etal.,2012; (SINAVE/DGE/SALUD, 2009)

Actualmente esta enfermedad se considera frecuente en hombres homosexuales y mujeres
que practican relaciones sexuales anales y en muchos casos se ha relacionado con VIH y

gonorrea. (Guerra et al., 2012)
2.6.3 Infecciones perinatales

Entre un 25 a 50% de los neonatos nacidos por via vaginal de madres infectadas con
C. trachomatis desarrollan conjuntivitis de inclusiéon entre los primeros 5 y 14 dias de
nacimiento, en algunos casos esta manifestacion puede volverse cronica y producir dafio
irreversible en la cornea. Se ha visto que la conjuntivitis no tratada aumenta el riesgo en un
50% de desarrollar neumonia, este padecimiento ocurre alrededor del 10 al 25% de los

casos, que se caracteriza por: tos persistente sin sibilancias, taquipnea y fiebre.
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Ademas pueden desarrollarse otros sindromes con menos frecuencia como rinitis,

rinofaringitis, otitis del oido medio, miocarditis y encefalitis. (Alonso et al, 2012)

Un estudio realizado por Hernandez Trejo et al., (2014) demostraron que este patdgeno
puede causar infeccion sistémica al detectar ADN de C. trachomatis en diferentes 6rganos

como: pulmones, corazon, higado, cerebro y rifiones lo que provoca la muerte del neonato.

Como previamente se menciond, la infeccion por C. trachomatis puede causar diferentes
signos y sintomas. A continuaciéon se muestra en la siguiente tabla un resumen de las

manifestaciones clinicas:

Tabla 1. Sindromes clinicos y complicaciones causadas por los genotipos D-K de
C. trachomatis.

INFECCIONES EN: SINDROMES CLINICOS COMPLICACIONES
Uretritis
Epididimitis Infertilidad
HOMBRES Proctitis Sindrome de Reiter
Conjuntivitis
Proctitis
Orquitis
Embarazo ectdpico
Uretritis Infertilidad
Cervicitis Abortos de repeticion
MUJERES Bartolinitis Ruptura prematura de
Conjuntivitis membranas
Proctitis EPI, OBT, salpingitis,
endometriosis
Diseminacion sistémica
Perihepatitis

Sindrome de Reiter
Neumonitis intersticial

RECIEN NACIDO Conjuntivitis Bajo peso al nacer
Diseminacion sistémica
Mortalidad
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2.7 Epidemiologia

La infeccion causada por Chlamydia trachomatis es la segunda causa de ITS después de la
infeccion por virus de papiloma humano (Satterwhite ef al., 2013), cada una de las
patologias descritas tiene una distribucion geografica diferente afectando, distintas

poblaciones y sociedades tanto en paises desarrollados como subdesarrollados.

Se ha observado que el numero de casos por clamidia ha ido en aumento, en el 2005 la
OMS estimo 101.5 millones de nuevos casos en el mundo(WHO,2011). En el 2007 1la CDC
refirié que las infecciones por Chlamydia trachomatis fueron 3 veces mas frecuentes que la
gonorrea (CDC, 2012). Para el 2008 hubo un incremento del 4.1% en el niimero de casos
llegando a 105.7 millones (WHO, 2012). Sin embargo, no esta claro si este incremento esta
directamente relacionado con mayores tasas de transmision o con la implementacion

generalizada de técnicas de diagndstico molecular, mas sensibles y especificas.

De acuerdo con los datos reportados en el 2008 por la OMS las regiones con mayor
incidencia y prevalencia en individuos infectados con C. trachomatis, fueron: Pacifico
Occidental, América y Europa, mientras que las regiones de menor incidencia y

prevalencia fueron Africa, Asia y Mediterraneo Oriental (Figura 7).

Incidencia Prevalencia

(millones de casos) (millones de casos)

M Pacifico -
Occidental - PaC|.f|co
Occidental

W América B América
M Europa M Europa
B Africa W Africa
M Asia M Asia

I Mediterraneo
Oriental

= Mediterraneo
Oriental

Figura 7. Estimacion global de la Incidencia y Prevalencia de C. trachomatis en infecciones
urogenitales. (WHO,2012)

17



En América la incidencia entre el 2005 y 2008 se ha incrementado, siendo las mujeres las
mas afectadas a diferencia de lo que ocurre en las regiones como Europa y Mediterraneo

Oriental en donde los hombres son los mas afectados por este patogeno (Tabla2).

En M¢éxico son pocos los estudios sobre prevalencia de infecciones por C. trachomatis y
solo se han realizado en algunos estados como M¢érida, Chiapas, Puebla, D.F, Morelos y
Durango, sin embargo han sido diferentes las poblaciones estudiadas. Actualmente la
prevalencia oscila entre el 4% y 20% siendo el D.F como la regidon con un alto nimero de
casos. (Alvarado et al., 2000; Canto de Cetina et al., 2001; Hernandez et al., 2013;
Jiménez, 2001; Sanchez et al., 2009; Vallejos et al., 2010)

Tabla.2. Estimacion global de acuerdo con la OMS de la incidencia de C. trachomatis en
infecciones urogenitales en el 2005y 2008.

Incidencia por 1000 Nuevos casos(millones)
Region Afio
Mujeres Mujeres Hombres
Hombres
Pacifico Occidental 2005 43.31 23.39 20.38 21.22
2008 38.4 20.9 18.4 21.5
América 2005 53.04 4432 12.15 10.26
2008 72.6 38.2 17.4 9.1
Europa 2005 39.89 21.4 9.03 6.17
2008 37.1 10.9 8.3 12.3
Africa 2005 32.79 27.06 5.86 4.16
2008 22.3 54.2 4.3 4
Sureste de Asia 2005 9.2 5.63 4.01 2.6
2008 9.2 6.2 4.2 3
Mediterraneo Oriental 2005 19.35 42.7 2.6 3.06
2008 9.8 42.5 1.5 1.7

Las infecciones urogenitales causadas por los genotipos D-K de Chlamydia trachomatis
tienen una distribucion mundial mientras que los genotipos del LGV son mas restringidos.
Se ha visto que el LGV es mas prevalente en Africa, Asia y Sudamérica pero tiene una
baja frecuencia en Norteamérica y Europa (Ostos y Mélida, 2003). Sin embargo, desde el
2003 en paises como: Suecia, Amsterdam, Alemania, Estados Unidos, Canada y Australia
han ocurrido brotes por una nueva genovariante del serotipo L2 que origina proctitis, en

lugar del linfogranuloma venéreo, en hombres que tienen sexo con hombres (HSH), siendo
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éstos el principal reservorio de la enfermedad, por lo que es considerada hoy en dia como
un problema de Salud Publica, especialmente por la estrecha asociacion entre LGV y el

VIH. (Alonso et al., 2012; Carlson et al, 2008)

Debido a lo anterior, en paises europeos es de declaracion obligatoria los casos de personas
infectadas por C. trachomatis. En México el LGV se reporta a la direcciéon general de
epidemiologia de la Secretaria de Salud por parte de las Instituciones de Salud. Durante
2009 en México se reportaron 276 casos nacionales e incidencia de 0.26, en el periodo
comprendido del afo 2000 al 2008. Las entidades que madas casos reportaron fueron
Chihuahua con 54 casos, Edo. de México con 35 y Chiapas con 18. Por nivel de incidencia,
las entidades mas afectadas fueron Chihuahua, Tlaxcala y Nayarit con 1.59, 1.15 y 0.83
casos por 100 000 habitantes. Respecto a la distribucion por sexo, las mujeres son mas
afectadas que los hombres. En las mujeres se reportaron el 73.6% de las notificaciones. La

incidencia por grupo de edad muestra que la poblacién mas afectada es la de 20 a 49 afios.

(SINAVE/DGE/SALUD, 2009)

A pesar de los estudios epidemiologicos que se han realizado es dificil determinar la
verdadera prevalencia a nivel mundial, debido al caracter asintomatico de la infeccion y las

limitaciones para su diagndstico en algunos paises.

2.7.1 Distribucion a nivel mundial de los genotipos de C. trachomatis

En los ultimos afios se han realizado estudios genotipifiacion para conocer la prevalencia de
los distintos genotipos de C. trachomatis en diferentes paises (Tabla 3), empleando
diferentes técnicas como RFLP, secuenciacion e hibridacion. Lo cual revela que los
genotipos mas prevalentes a nivel mundial son: E (8.7-100%), F (8-54.2%), G (2.3-45%), y
D (4.2-34.4%) mientras que los de baja prevalencia son: K (2.2-15.9%), J (1.5-19%),
Ia (1-14.5%), H (0.6-13%).
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Tabla 3. Prevalencia de genotipos de C. trachomatis en el mundo.
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Mediante métodos de hibridacioén se han podido detectar en individuos infectados con mas
de un genotipo de C. trachomatis. En el 2001 Stothard reportd una prevalencia del 2-
15% con mas de 2 genotipos. Sin embargo en los ultimos afios se ha observado en
diferentes estudios una prevalencia del 3.2-26% (Tabla 4), lo cual es evidente el

incremento del numero de casos en individuos infectados con més de un genotipo.

Tabla 4. Prevalencia de genotipos en infecciones mixtas por C. trachomatis.
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2.8 Diagnostico

Existen varias técnicas de diagndstico utilizadas para detectar infecciones causadas por

Chlamydia trachomatis, a continuacion se resumen en la siguiente tabla:

Tabla 5. Métodos de diagnostico empleados para la deteccion de Chlamydia trachomatis.

TECNICA

CARACTERISTICAS

Cultivo celular

Empleo de lineas celulares: células McCoy (fibroblastos de raton),
HeLa (células de cancer cervicouterino humano) y BHK-21
(células de rifion de hamster). Tiene una sensibilidad del 50 -90%
y una especificidad del 100%. (Pederen et al., 2009)

Inmunoensayo enzimatico
(EIA)

Se basa en la deteccion del antigeno por la deteccion de una sefial
colorimétrica generada por la reaccion del antigeno (generalmente
regiones epitopo-especificas del LPS) con el anticuerpo. Pueden
presentar una sensibilidad del 65-85% pero presentarn una baja
especificidad. (Stephen, 2013)

Tinciones

Con Giemsa los CE se tifien de color azul y por la tincion de
Machiavello se tifie de rojo.lodo, Hematoxilina-Eosina,
Papanicolau, Gram. Son de baja sensibilidad y no son especificas.
(Ostos Ortiz y Mélida Sanchez, 2003)

Inmunofluorescencia
Indirecta
(MIF)

Emplea anticuerpos monoclonales conjugado con fluorocromo
(isocianato de fluoresceina) contra el LPS, la MOMP o frente ala
proteina HSP60 de los CR en las células epiteliales. Tienen la
desventaja de que se presenten reacciones cruzadas. Sensibilidad
entre 80-90% y especificidad del 98-99% usando anticuerpos
contra la MOMP.( Stephen, 2013)

Pruebas rapidas

Se basan en el flujo lateral y la captura antigénica mediante
anticuerpos anticlamidiales marcado con oro coloidal presentes en
la membrana sobre franjas inmunocromatograficas. Las pruebas
comerciales mas usadas son: Clearview Chlamydia, QuickVue
Chlamydia y Biostar OIA Chlamydia, PDA Chlamydia Rapid Test
(CTR), HandiLab-C Surescreen y SELF Check. Tienen baja
sensibilidad y pobre especificidad. (Stephen, 2013)

Fijacion del Complemento

Detecta anticuerpos contra LPS de C. trachomatis.Es poco
sensible y especifico en las infecciones urogenitales y oculares, a
pesar de ello se ha empleado para el diagnostico de LGV. (Stephen,
2013)

Microinmunofluorescencia

Detecta los anticuerpos contra la MOMP y puede diferenciar los

Indirecta (MIF) anticuerpos especificos de las especies y serotipos.Presenta una
sensibilidad del 68%, presenta baja especificidad debido a la
reaccion cruzada con C.pneumoniae. (Stephen, 2013)
ELISA Se basan en antigenos MOMP especificos recombinantes o en LPS

que detectan anticuerpos contra C. trachomatis.Tiene una
sensibilidad del 98%, pero baja esecificidad. (Stephen, 2013)
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2.8.1 Técnicas Moleculares

Las técnicas de biologia molecular han venido a reemplazar muchas de las técnicas
convencionales empleadas en la deteccion de C. trachomatis, debido a que presenta
muchas ventajas como: diagnosticar cualquier patogeno sin necesidad de que este viable,
no hay reacciones cruzadas como sucede en las pruebas seroldgicas, pueden emplearse
muestras no invasivas como orina, semen, y rectales, facilitando en gran medida la
deteccion de infecciones genitales por clamidia en especial en adolescentes, son técnicas
rapidas, altamente sensibles, proporcionan alto grado de especificidad (Tabla 6), lo que
contribuye a la obtencion de resultados de Optima calidad. Muchas técnicas estdn basadas
en la amplificacién de acidos nucleicos conocidas como (NAAT) por sus siglas en inglés y
se han convertido en las herramientas de diagnostico mas habituales en los laboratorios.
Existen técnicas comerciales basadas en esta tecnologia aprobados por la FDA para el
diagnostico de infecciones por C. trachomatis. En estas pruebas se usan distintos métodos
como:

PCR (Reaccion en Cadena de la Polimerasa), LCR (Reaccion en Cadena de la Ligasa),
SDA (Amplificaciéon de desplazamiento estdndar) y TMA (Amplificacion mediada por
transcripcion). Los primeros tres métodos amplifican o detectan ADN  gendmico
(principalmente el gen ompA) y plasmido criptico, mientras que el ultimo método
amplifica secuencias de ARN ribosémico (Tabla 6).

También existen pruebas que no requieren amplificacion basadas en la hibridacion de
acidos nucleicos que usan un tipo de sonda de DNA quimioluminiscente, complementario
de una secuencia de ARN ribosomico (ARNr) del genoma de clamidia. Una vez formado
el hibrido DNA-ARNr se absorbe sobre una perla magnética y se detecta mediante un

lumindmetro como es el caso de la prueba PACE 2 CT desarrollado por Gen-Probe.
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Tabla 6.Técnicas comerciales para la deteccion de C. trachomatis.

Marca Prueba Técnica Blanco que Tipo de Sensibilidad  Especificidad Referencia
__detecta  Muestra (%) (%)

PCR en Levett et al, 2008
Abbott M2000 v2 tiempo real | plasmido Orina 96.94 100
BD ProbeTec SDA plasmido Orina,endocer >89.4 >99.5 Levett et al, 2008;
vical Gaydos et al, 2013
Digene Hybrid Hibridacién | Plasmido Endocervical Van Der Pol et al,
Capture II ADN 933 100 2002
gendomico
Gen- PACE 2 CT | Hibridacién | ARNr 23S Endocervical,
Probe uretral y >80 >97 Gen-Probe, 2011
conjuntivales
Gen- Levett et al, 2008;
Probe AC2 TMA ARNr 23S Orina, >96.3 100 Gaydos et al, 2013
endocervical
Gen- APTIMA Goldenberg et al,
Probe CT TMA ARNr 16S Rectal 86 99.2 2012
Roche Molecular
Roche COBAS PCR Plasmido Orina >95.5 >99.8 System, 2013
Tagman gen ompA
Cepheid | GeneXpert | PCRen ADN Orina,vaginal, Goldenberg et al,
CT/NG tiempo real | gendémico endocervical >92.5 >98.4 2012
y rectal Gaydos et al, 2013

AC2 : Aptima Combo2 Assay

Un aspecto importante en las NAAT es emplear dos blancos para la deteccion de este
patdégeno ya que puede ocurrir que no se detecten cepas mutantes como ocurri6 en el 2006
con la aparicién de una nueva cepa sueca del genotipo E (nvCT variante), lo cual la hizo
indetectable a pruebas comerciales como Abbott m2000 (Abbott) y Amplicor/COBAS
Amplicor/TagMan48 (Roche), debido a que se detectd en su secuencia una delecion de

377 pb en el plasmido criptico. (Klint ez al., 2011; Unemo et al., 2010)

También es importante considerar que si se desea verificar si el paciente ha sido curado
por completo, lo recomendable es hacer otro tipo de estudio que no implique amplificacién
de 4cidos nucleicos, debido a que puede dar falsos positivos después de 4 semanas de
haber estado infectado aun cuando el paciente haya recibido tratamiento.Una alternativa es
confirmar por cultivo celular o bien realizarse el estudio por NAAT después de 6 meses.

(Persing, 2011)
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2.9 Tipificacion de cepas de Chlamydia trachomatis

Las primeras pruebas que se realizaron para la tipificacion de cepas de C. trachomatis
fue mediante la serotipificacion empleando técnicas como microinmunofluorescencia,
ELISA dot y RIA. Sin embargo la microinmunofluorescencia fue considerada como el
estandar de oro para la tipificacion de C. trachomatis que permitid realizar los primeros
estudios seroepidemioldgicos. Posteriormente se emplearon anticuerpos policlonales y
monoclonales frente a la MOMP (Pedersen et al., 2009). Estas técnicas fueron
reemplazadas debido al surgimiento de la biologia molecular, lo que dio pauta a nuevas
tecnologias basadas en la amplificacion de 4cidos nucleicos y la secuenciacion surgiendo
asi las técnicas de genotipificaciébn que permitieron realizar técnicas mas sensibles y

especificas para la identificacion de cepas de C. trachomatis.

Las técnicas de genotipado basadas en el andlisis del DNA gendémico de Chlamydia
trachomatis que se han empleado hasta el momento son: PFGE (electroforesis de campo
pulsado) y RAPD (ADN polimérfico amplificado al azar), dichas técnicas no son muy
accesibles ya que requieren de cultivo y algunas son dificiles de estandarizar (Pedersen et
al,2009). Recientemente, Hernandez Cortez ef al., (2012) encontraron secuencias consenso
intergénicas repetitivas enterobacterianas (ERIC) en el genoma de C.frachomatis con la
finalidad de usar esta secuencia como blanco para identificar los diferentes genotipos de
esta bacteria. Sin embargo, las técnicas mas utilizadas para la identificacion de genotipos

son aquellas que se basan en la deteccion del gen ompA, entre ellas podemos citar:

2.9.1 RFLP: patrones en la longitud de los fragmentos de restriccion

Se basa en la amplificacion del gen ompA mediante PCR, el cual es fragmentado mediante
enzimas de restriccion como Alul , Hinfl, HindlIl, EcoRletc. Posteriormente se hace un
analisis electroforético que revela los diferentes patrones especificos para cada tipo de
C. trachomatis (Figura 8).

Mediante esta técnica se han identificado genotipos como también genovariantes, pero
tiene algunas limitaciones ya que es complicado su procedimiento, tiene baja capacidad

para detectar infecciones mixtas por C. trachomatis. (Pedersen et al, 2000)

25



— Ba D
D Cfol D
—E Da

Fragments Bl G
{09-1.1Kb) — G %
Ga
| Hinf* |: C
) ]

— C-complex
H
EcoRt+Dde |
13

Figura 8. Representacion esquematica de enzimas de restricciony patron electroforético del gen

ompA de diferentes genotipospor RFLP. (Basurto, 2011; Yong y Likuan, 2014)

2.9.2 Secuenciacion

Es una técnica que tiene una alta resolucion ya que revela directamente la secuencia
nucleotidica del gen ompA, lo que ha permitido detectar mutaciones y recombinaciones
que dan origen a nuevos genotipos. Es considerada el estindar de oro para la
genotipificacion, técnicamente es un procedimiento facil debido a que es automatizado
pero tiene la desventaja de no detectar infecciones mixtas por Chlamydia trachomatis ya

que la interpretacion de los resultados pueden ser ambiguo.

2.9.3 PCR en tiempo real

Esta técnica de PCR consiste en la amplificacion de acidos nucleicos empleando sondas
marcadas con diferentes fluoréforos como: Rox, Joe, Cy5, FAM, etc. Los cuales
reconocen a su respectivo fragmento diana emitiendo una fluorescencia que es captado por
un equipo que permite medir la generacion de los distintos productos especificos.

(Stevens et al., 2010)

Jalal et al., (2007) fueron los primeros en validar estd técnica para la genotipificacion de
Chlamydia trachomatis donde las sondas fueron disefiadas solo para genotipos D-K y
LGV, tuvieron buenos resultados ya que no se observd reaccion cruzada con otros

patogenos del tracto genital y describieron una alta sensibilidad y especificidad. Tiene la
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capacidad de detectar mas de un genotipo en una muestra clinica debido a que se usa una

sonda para cada genotipo.

Quint et al., (2010) realizarén esta técnica pero empleando como blanco el gen pmpH de

C. trachomatis pero la técnica mostr6 una baja sensibilidad (64%).

2.9.4 Hibridacion

La técnica de hibridacion se fundamenta en la unién de dos fragmentos de ADN de cadena
sencilla de diferente procedencia, en el cual una de las cadenas monocatenarias esta
marcada (sonda) y es la que detecta el fragmento de interés. En los ultimos afios se han
desarrollado las siguientes técnicas de hibridacion para la deteccion de genotipos de

Chlamydia trachomatis:

2.9.4.1 Reverse line blot (RLB)
Esta técnica esta basada en la amplificacion de acidos nucleicos; puesto que la esencia de la
técnica es la hibridaciéon de los productos de la PCR, con sondas especificas inmovilizadas
en una membrana, con un respectivo orden de identificacion, lo que permite analizar
multiples muestras y realizar una deteccion simultanea de los diferentes genotipos de C.
trachomatis. En Australia y Colombia se ha empleado esta técnica donde identificaron
infecciones mixtas por C.trachomatis (Tabla 4). (Molano et al., 2004; Xiong et al., 2006;
Quint et al., 2007)

2.9.4.2 Reverse dot blot (RBD)

Tiene el mismo fundamento que la técnica RLB pero es mas facil y rapida de realizar
porque no requiere ningun equipo para leer los resultados ya que se puede observar

directamente. (Stothard et al., 2001; Zheng et al., 2007; Gharsallah et al., 2012)

2.9.4.3 Microsphere suspension assay (MSA)
A diferencia de las técnicas anteriores la hibridacion se lleva a cabo en fase liquida el cual
utiliza microesferas de 5,6 um de didmetro que permite la deteccion de diferentes
genotipos , ya que cada microesfera contiene una sonda que detecta un genotipo en
especifico, al adicionar el fragmento de ADN problema previamente amplificado se

desnaturaliza para que pueda unirse con su sonda complementaria, la reaccion de
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hibridaciéon se hace evidente con la adicion de un conjugado (estreptovidina-R-
Phycoerythrin), el cual emite una sefial que es detectada por un equipo que mide los niveles
de intensidad media de fluorescencia (MFI).

Estudios realizados por Huang et al., (2008) y Quint et al., (2011) reportaron una alta
sensibilidad y especificidad con esta técnica, identificandose también infecciones mixtas

por C. trachomatis (Tabla 4).

A pesar de ser técnicas con gran potencial para la genotipificacion tienen la desventaja de

que no puede detectar nuevas genovariantes de C. trachomatis.

2.9.5 Otras técnicas

Recientemente, se han desarrollado métodos mucho mas discriminatorios, tales como el
MLST (Tipificacion del secuenciado de multiples locus), basado en la secuenciacion de 5
regiones genomicas: CT046 (hetB), CT682 (pbpB), CT058, CT144, CT172 (Batteiger et
al., 2014; Dean et al., 2009). En 2008 se describi6 el sistema VNTR, definido como
diferencias en regiones repetidas de un mismo nucleétido. Las variaciones en el nimero de
repeticiones da lugar a diferente longitud del segmento gendmico, lo que permite
diferenciar cepas. Se eligieron 3 regiones: CT1335, CT1299 y CT1291. El poder
discriminativo de esta técnica aumenta al secuenciar también el gen ompA, técnica
denominada Multilocus-VNTR-ompA (MLVA). Por MLVA se ha alcanzado gran poder de
discriminacion en cepas estudiadas de distintos serotipos de C. psittaci y C. trachomatis de
diferentes origenes geograficos (Pedersen et al., 2008). Existe una segunda propuesta de
MLST basada en 7 genes, pero el indice de discriminacion no es superior al MLST de 5
genes. Por ello, el subcomité sobre la taxonomia de las clamidias sugirid, en su reunion de
2009, que al menos 5 genes housekeeping deberian ser usados y que los criterios de
distancia génica deberian ser comparados con analisis filogenéticos, cuando exista un
numero suficientemente alto de secuencias conocidas (Rodriguez et al., 2014).

En los ultimos anos se ha publicado un estudio basado en la amplificacion de una regioén
variable de ompA con un sistema de PCR en tiempo real, seguido de un analisis del
amplicon por high resolution melting (HRM). El sistema, sencillo y rapido, demostrd su

eficiencia en la deteccion y tipificacion de C. trachomatis. (Jian et al., 2010).
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3. OBJETIVOS

OBJETIVO GENERAL:

Estandarizar la técnica de hibridacion “dot blotting” para la identificacion de genotipos de

Chlamydia trachomatis.
OBJETIVOS ESPECIFICOS.

1. Amplificar un fragmento de 879 pb del gen ompA de Chlamydia trachomatis
mediante PCR de los genotipos D, E, F, la y L2 clonados en un vector plasmidico

en cepas de Escherichia coli IM109.

2. Obtener un fragmento de 450 pb del gen ompA mediante la reamplificacion del

fragmento de 879 pb.

3. Preparar una sonda mediante la conjugacion de un fragmento de 450 pb del gen

ompA con biotina.

4. Estandarizar la técnica de hibridacion dot blotting para la identificacion de los

genotipos D, E, F, Iay L2 de Chlamydia trachomatis.
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4. JUSTIFICACION

Chlamydia trachomatis es considerado en el mundo como un patdégeno importante en las
ITS debido al aumento de nimero de personas infectadas. En diferentes paises se ha
reportado casos con infecciones mixtas por C. trachomatis. En nuestro pais es nulo este
tipo de investigaciones, el Unico estudio que se ha hecho sobre genotipificacion fue
mediante la técnica de patrones en la longitud de los fragmentos de restriccion (RFLP)
donde se reporté que el genotipo F fue el mas prevalente en mujeres infértiles, sin
embargo dicha técnica carece de la capacidad de detectar infecciones con mas de 2 cepas
de C. trachomatis, con base a lo anterior el objetivo de esta investigacion es implementar
una técnica accesible para la identificacion de los genotipos de Chlamydia trachomatis

que permita detectar mas de un genotipo en una muestra clinica.
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5. MATERIALES Y METODOS

En el trabajo se emplearon 5 cepas recombinantes de E. coli JM109 con el gen ompA de
los genotipos D, E, F, la y L2 de Chlamydia trachomatis, los cuales fueron donadas

amablemente por la Dra. Maria de Jestis de Haro Cruz de la ENCB.

5.1 Obtencion de ADN plasmidico.

Se realiz6 la extraccion de plasmidos con el inserto del gen ompA de las cepas de E. coli
recombinantes mediante la técnica de lisis alcalina de acuerdo con la técnica de Birnboim
y Doly, (1979). Esté técnica consisti6 en trasferir una colonia de E. coli recombinante en
5 ml de medio Luria Bertani con ampicilina a una concentracion de 100 pg/ml. Los tubos
se dejaron incubar a 37 °C durante 24 horas. Posteriormente, se transfirido el medio de
cultivo a un tubo limpio y se centrifugd a 8,000 xg por 30 segundos a 4°C. A
continuacion se retird el medio de cultivo por aspiracion dejando el paquete bacteriano lo
mas seco posible, en seguida se resuspendid el paquete bacteriano con 100 pl de solucion I
previamente fria (ver amnexo), se agitdé para dispersar completamente las bacterias.
Posteriormente se adicioné 200 pl de solucién II (ver anexo), mezclando el contenido por
inversion 5 veces, después se adicion6 150 pl de solucion III (ver anexo) y se mezcld por
inversion durante 10 segundos para dispersar la solucion III a través del lisado bacteriano.
Luego se centrifug6 a 8,000 xg durante 10 minutos a 4°C. El sobrenadante se transfiri6 en
tubos limpios de 1.5 ml debidamente rotulados y se precipitdé el ADN plasmidico
adicionando 800 pl de isopropanol, dejando incubar por 1 hora a -20°C. Posteriormente se
centrifugd a 8,000 xg por 15 minutos a 4°C. Se decanto el sobrenadante dejando secar el

ADN plasmidico durante 15 minutos y finalmente se resuspendi6 en 20 pl de agua estéril.
5.2 Integridad de ADN plasmidico.

Se comprobo6 la integridad de ADN plasmidico obtenido de cada cepa recombinante
mediante electroforesis en gel de agarosa. El corrimiento de las muestras se llevd acabo en

un gel al 0.8 % de agarosa preparado con solucion TAE Ix (ver anexo) a un voltaje de

90 volts durante 45 min. Dicho gel fue revelado con bromuro de etidio (ver anexo) por 10
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minutos y expuesto a radiacion UV en un transiluminador Multimage ™ Light Cabinet

(Alpha Innotech Corporation, CA. EUA). Para documentar la integridad de dicho ADN.

5.3 Obtencion de un fragmento de 879 pb del gen ompA de Chlamydia trachomatis.

Una vez verificado la integridad del ADN plasmidico, se realizo la técnica de PCR de
punto final, utilizando los iniciadores: P3 (5’-TTTTGTTGACGACTTCCGTGTTTT-3") y
P4 (5’-TTTTCTAGATTTTACCTTTTC AAT/ CTG-3") descritos por Yang et al.,(1993).

En cada reaccion se empled 12.5 ul de PCR Master Mix de Promega© Madison,WI, EUA.

(ver anexo), 25 pM de cada iniciador y 1 pl del ADN plasmidico en un volumen final de
25 pl. Las mezclas de reaccion fueron colocadas en un termociclador Maxygene ™ de
Axygen® CA, EUA. Bajo las siguientes condiciones: 5 min de desnaturalizacion a 95°C
seguido por 25 ciclos de amplificacion a 95°C por 1 min, 59°C por Imin con 30 seg,70°C
por 2 min y una extension final a 70°C por 5 min.

Los productos de PCR (amplicones) fueron visualizados en un gel de agarosa al 2 %
previamente tefiido con bromuro de etidio. Se empled un marcador de tamafio molecular de
100 pb a 1500 pb de Promega© Madison WI, EUA. Para verificar el tamafio de los

fragmentos amplificados.

5.4 Obtencion de un fragmento de 450 pb del gen ompA de Chlamydia trachomatis.

A partir de los amplicones de 879 pb de los genotipos D, E, F, la y L2 de Chlamydia
trachomatis, se realizd una segunda PCR de punto final (PCR anidada), empleando los
iniciadores ~ NLO (5’-ATGAAAAAACTCTTGAAATCG-3’) y CT4 (5°-
GATTGAGCGTATTGGAAAGAAGC-3’) descritos por Gharsallah et al.,(2012A). Para la
preparacion de las mezclas de reaccion se empled el kit Master Mix de Promega© (ver
anexo), 25 pM de cada iniciador y 2 pul de amplicones (fragmento de 879 pb) en un
volumen total de 25 pl por reaccion. Las mezclas de reaccion se colocaron en un
termociclador (Axygen®). Bajo las siguientes condiciones: 2 min de desnaturalizacion a
95°C seguido por 35 ciclos de amplificacion a 95°C por 45 seg, 45°C por 45 seg, 72°C por

45 seg y una extension final a 72°C por 2 min.
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Los fragmentos de 450 pb fueron visualizados en un gel de agarosa al 2 % previamente
tefiido con bromuro de etidio. Se empled un marcador de tamafno molecular de 100 pb a

1500 pb (Promega®©). Para verificar el tamafio de los fragmentos amplificados.

5.5 Purificacion y Cuantificacion de los fragmentos de 879 pb y 450 pb del gern ompA
de Chlamydia trachomatis.

La purificacion de los fragmentos obtenidos se realizo de acuerdo al protocolo del Kit
Quiaquick gel Extraction (QIAGEN, Hilden, Alemania). El procedimiento consistié en
escindir los fragmentos de ADN incluidos en el gel de agarosa con un escalpelo.
Posteriormente se colocaron las porciones de gel con los fragmentos de ADN en tubos
limpios de 1.5 ml debidamente rotulados, en seguida se adicioné 300 pl de solucion QG
por cada 100 mg del gel de agarosa. Los tubos se incubaron a 50°C hasta observar que el
gel quedara totalmente disuelto, después se agregd 100 pl de isopropanol por cada 100 mg
de gel y se mezcld por inversion. Después se transfirieron 700 pl de cada una de las
mezclas a su respectiva columna con tubo colector y se centrifugd a 8 ,000 xg por 1 min a
4°C. Después de centrifugar, se descartdo el contenido del tubo colector y se adiciond
750 pl de solucion PE en cada columna, posteriormente se centrifugé a 8,000 xg por 1
min a 4°C. Los tubos limpios de 1.5 ml se rotularon y se colocaron las columnas dentro de
los mismos. Para eluir el ADN presente en la columna se deposité 30 ul de agua templada
libre de nucleasas en el centro de la membrana y se centrifug6 a 8,000 xg durante 1 min a
4°C. Se descartaron las columnas quedando el ADN diluido en los tubos de 1.5 ml, los

cuales fueron almacenados a-20 °C.

La cuantificacion de los fragmentos purificados se llevo a cabo en un espectrofotometro
NanoDrop 2000c (Thermo Scientific, Wilmington CN, EUA), colocando 1 pl de DNA de
cada muestra en el lector del equipo.

Por ultimo se verifico su pureza mediante electroforesis en gel de agarosa y por

espectrofotometria, considerando la relacion de lecturas de absorbancia de 260 y 280nm

(A260/ A2sg0).
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5.6 Obtencion de la sonda.

El marcaje del fragmento de 450 pb del gen ompA con biotina se realiz6é de acuerdo las
instrucciones del kit Bionick DNA Labeling System (Invitrogen Life Technologies, CA,
EUA). El cual consistio en colocar en un tubo de 1.5ml los siguientes reactivos: 5 pl de una
mezcla de dNTPs 10x (ver amexo), el volumen necesario para ajustar a 1 pg del
fragmento de 450 pb del gen ompA, 5 ul de las enzimas DNA Polimerasa I y DNasa I 10x
(ver anexo) y por ultimo se adiciond la cantidad necesaria de agua bidestilada a un
volumen final de 45 pl. La preparacion de la mezcla fue centrifugada a 8,000 xg por 5
segundos a 4°C. Posteriormente, el tubo se incub6d durante dos horas a 16°C. Transcurrido
el tiempo, se adiciono 5 pl de solucion de paro (EDTA pH 8§, 0.5 M). En seguida, la sonda
se precipito mediante la adicion de un volumen 1/10 de acetato de sodio 3 M y dos
volumenes de etanol absoluto frio para eliminar los nucle6tidos que no fueron incorporados
en el proceso de marcaje. Después se incubo a -70°C durante 15 min. Para recuperar la
sonda se centrifug6 a 8,000 xg por 10 min a 4°C, después se removio el sobrenadante y se
dejo secar la sonda para su posterior resuspension con 20 pl de agua libre de DNAsas.
Finalmente se realiz6 la cuantificacion de la sonda mediante espectrofotometria utilizando
el equipo NanoDrop 2000c (Thermo Scientific). Finalmente se almacend a -20°C hasta el

momento de su uso.
5.7 Procedimiento basico de la técnica dot blotting.

Para llevar a cabo la técnica de dot blotting, se prepararon discos de membrana de nylon
(immobilon™ —Ny+ de Millipore, Bedford, MA. EUA) de 0.6 mm de didmetro los cuales
se depositaron en microplacas de 96 pozos. Posteriormente las membranas se hidrataron
toda la noche a 4 °C con solucion de TAE Ix. A cada pozo se le depositd 5 pL del
fragmento de 879 pb de los diferentes genotipos de Chlamydia trachomatis més 5 pL de
soluciéon de pre-hibridacion (ver anexo). Posteriormente, se dejé secar a temperatura
ambiente durante 45 minutos. Se coloc6 la microplaca en un transiluminador UV para
permitir la union del fragmento de 879 pb a la membrana durante 5 minutos. Se
depositaron 100 pL de la solucion de bloqueo (ver anexo). La microplaca se incubd
durante 2 horas a 42°C con agitacion. Posteriormente, se desecho la solucion de bloqueo y

se agregd la sonda adicionada junto con la solucion de pre-hibridacion a diferentes
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concentraciones (1 ng/ul a 5 ng/ul). La microplaca se incubd durante 4 horas a 42°C.
Finalizado el tiempo de incubacion se llevo a cabo los siguientes lavados: dos veces con la
solucion de lavado I (ver anexo) durante 10 min a temperatura ambiente y dos veces con

la solucién de lavado II (ver anexo) durante 10 mina 65°C.

La deteccion de los fragmentos hibridos se realiz6 mediante la adiciéon de 100 pL
conjugado avidina-peroxidasa a diferentes concentraciones (ver anexo) y se dejo incubar
durante 1 hora a 37°C. Para eliminar el exceso de conjugado, se realiz6 3 lavados de 5 min
con solucion SSC 1x. Posteriormente se adiciond 100 uL de la solucién de revelado (ver
anexo). La microplaca se dejoé incubar a temperatura ambiente protegido de la luz durante
20 min. Finalmente se detuvo la reaccion adicionando en cada pozo 200 pL de agua

bidestilada (Thermo Scientific, 2012).
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Diagrama General de Trabajo

Figura 9. Diagrama de flujo del trabajo experimental.
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6. RESULTADOS

6.1 Obtencion e Integridad del ADN plasmidico

En la figura 10 se muestra la integridad del ADN plasmidico obtenido de las cepas de
E. coli IM109 transformadas con el gen ompA de Chlamydia trachomatis de los genotipos
D, E, F, Iay L2. Se realizaron tres corridas electroforéticas donde se observaron tres bandas

definidas que evidencian las distintas conformaciones estructurales del ADN plasmidico.

i< ADN circular
relajado

\ J k e ADN circular
enrrollado

e ADN circular
superenrrollado

Figura 10. Analisis electroforético de ADN plasmidico de cepas recombinantes de E. coli
JIM109 con el gen ompA de Chlamydia trachomatis.Las letras representan cada uno
de los genotipos. (Gel de agarosa al 0.8%)
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6.2 Obtencion de un fragmento de 879 pb del gen ompA de Chlamydia trachomatis.

A partir del ADN plasmidico se amplificaron los fragmentos de 879 pb para cada uno de
los genotipos mediante PCR de punto final empleando los iniciadores P3 y P4. En la

figura 11 se observan los amplicones de 879 pb en un gel de agarosa al 2%.

1 2 3 4 5 6

1500 pb

1000pb  —

800pb > <— 879 pb
500pb  —>

100pb —>

Figura 11. Amplificacion del fragmento de 879 pb del gen ompA de Chlamydia trachomatis.
Carril 1) Marcador de tamafio molecular (100 pb, Promega ®), carril 2) amplicon del
genotipo D, carril 3) amplicon genotipo del E, carril 4) amplicon del genotipo F,
carril 5) amplicon genotipo del la, carril 6) amplicon del genotipo L2.
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6.3 Obtencion del fragmento de 450 pb del gen ompA de Chlamydia trachomatis.

Se realizdé una segunda amplificacion a partir del fragmento de 879 pb utilizando los
iniciadores NLO y CT4 para obtener fragmentos de 450 pb para cada genotipo. En la
figura 12 se observan amplicones de 879 pb y 450 pb en un gel de agarosa al 2%.

1500pb =

1000 pb —— =
<—— 879 pb

500 pb
PO > e G G B B B (- ssop

400pb — =

100pb — =

Figura 12. Patrén electroforético de fragmentos de 879 pb y 450 pb del gen ompA de
Chlamydia trachomatis. Carril 1) Marcador de tamafio molecular (100 pb,
Promega ®), carril 2) amplicon del genotipo D, carril 3) amplicon genotipo del
E,carril 4) amplicon del genotipo F, carril 5) amplicon del genotipo Ia, carril 6)
amplicon del genotipo L2.
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6.4 Purificacion de los fragmentos de 879 pb y 450 pb del gen ompA de Chlamydia

trachomatis.

Se purificaron los fragmentos de 879 pb y 450 pb del gen ompA de Chlamydia trachomatis
para cada uno de los genotipos, obtenidos a partir de gel de agarosa al 2% mediante el kit
Quiaquick (QIAGEN). En la figura 13 se observan los fragmentos de 879 pb y 450 pb

purificados correspondientes al genotipo F.

1 2 1 2
2072pb —>|8 3
. »
1000 pb  —> | ——
800 pb — 5 | e——— - <« 879 pb . -HO‘
——— [ S—— ]
— S ]
Pe— 500pb —= | FE
- €xpy
400pb —> |8 <— 450 pb
- &5
100pb ——> 100 pb —>
(A) (B)

Figura 13. Patron electroforético de los fragmentos purificados de 879 pb y 450 pb del gen ompA
de Chlamydia trachomatis. (A) Carril 1) Marcador de tamafio molecular (100 pb,
Promega ®), carril 2) Fragmento de 879 pb purificado. (B) Carril 1) Marcador de
tamano molecular (100 pb, Invitrogen ™), carril 2) Fragmento de 450 pb purificado.
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6.5 Cuantificacion de los fragmentos de 879 pb y 450 pb del gen ompA de C.

trachomatis.

Los fragmentos de 879 pb y 450 pb purificados se cuantificaron mediante

espectrofotometria obteniéndose rendimientos desde 10 a 128 ng/ul (Tabla 7).

La pureza de los fragmentos de ADN se verificaron mediante electroforesis en gel de
agarosa al 2% (Figura 13) y por espectrofotometria, donde se obtuvo una relacion de

absorbancias (Aje0/ Azg0) de 1.7 a 2 (Tabla 7).

Tabla 7. Cuantificacion de los fragmentos de 879 pb y 450 pb del gen ompA de
C. trachomatis.

Tamafo de Genotipo Concentracion Aze0/ Azso
fragmento [ng/ul]
D 30.9 1.80
E 353 1.78
879 pb F 20.9 1.86
Ia 17.5 1.99
L2 31.3 1.78
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6.6 Obtencion de la sonda

El marcaje del fragmento de 450 pb del genotipo F con biotina se realiz6 mediante el kit

Bionick DNA LabelingSystem, a partir de una concentraciéon de 1 pg del fragmento de

450 pb del gen ompA (Figura 14).

450pb ——>

Figura 14. Patron electroforético del fragmento de 450 pb del gen ompA de Chlamydia
trachomatis biotinilado. Carril 1) Sonda; carril 2) Marcador de tamafio molecular

(100 pb, Invitrogen ™).

Se realiz6 la cuantificacion de la sonda mediante espectrofotometria, obteniéndose las

siguientes lecturas de absorbancia (Tabla 8).

Tabla 8. Cuantificacion de la sonda.

<— 500 pb
<— 400 pb

Concentracion 19.3 13.1 11.9 11.8 20 17
(ng/ul)
Aseo/ Azgo 1.42 1.64 1.7 1.93 1.57 1.94
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6.7 Estandarizacion de la técnica de hibridacion por dot blotting.

Para la optimizacion de la técnica se utilizo el fragmento de 879 pb del genotipo F y una
sonda del fragmento de 450 pb del mismo genotipo, el cual estuvo marcado con biotina. En
el procedimiento general de dot blotting se realizaron cambios de acuerdo a cada uno de

los pasos de la técnica.

6.7.1 Variacion de la concentracion del conjugado (avidina-peroxidasa)

En la tabla 9 se muestra el sistema general en donde la variacion fue la concentracion del
conjugado. Para ello se realizaron diluciones de conjugado 1: 1000, 1: 1500 y 1: 2000,
partiendo de una concentracion de 5 U/mg. Cada uno de los controles se realizdé por

duplicado.

Tabla 9. Sistema general para la deteccion del gen ompA con diferentes diluciones de

conjugado.
Control positivo Controles negativos
A B C D
[ Fragmento de 879 pb] + + + -
80 ng/nl
[ Sonda] + - + +
1 ng/pl
Conjugado + + - +
(diferentes diluciones)
(+) Presencia, (-) Ausencia
A B C D
1
4
2
3

Figura 15. Efecto de la concentracion de conjugado (avidina-peroxidasa) para la deteccion del gen
ompA. Se emplearon diferentes concentraciones de conjugado: Fila 1.Dilucion 1:1000; Fila
2. Dilucion 1:1500; Fila 3. Dilucion 1:2000. A) Control positivo. Controles negativos: B)
sin sonda; C) sin conjugado y D) sin gen omp A4 de 879 pb.
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En la figura 15 se aprecia el efecto de las 3 diluciones de conjugado (avidina—peroxidasa)
para la deteccion del gen ompA. En la fila 1 se utilizd una dilucion de conjugado de
1: 1000, en la fila 2 se empled una dilucion 1: 1500 y en la fila 3 una dilucion de 1: 2000.
En todas las diluciones del conjugado se observo un precipitado de color azul indigo en las
membranas, excepto aquellas membranas donde no se adiciond conjugado. En el caso de la
columna B y D se aprecia reaccion inespecifica ya que carecen de la sonda y del
fragmento de 879 pb respectivamente. La intensidad de color en las membranas fue
directamente proporcional a la concentracion del conjugado, siendo la dilucion 1:1000 la

de mayor intensidad de color.

6.7.2 Modificacion en la concentracion de la sonda

Se evalud el efecto de las diferentes concentraciones de la sonda. Para ello se empled
exclusivamente la sonda y el conjugado, es decir sin emplear el gen ompA de 879 pb. Ya
que la sonda contiene la biotina con lo cual la avidina (conjugado) se unira .Las
concentraciones de sonda usadas en este ensayo fueron a partir de 1 ng/ul hasta 5 ng/ul. La
dilucion de conjugado que se adicion6 a cada uno de los pozos fue de 1:1500 como se
muestra en la tabla 10.

Tabla 10. Efecto de las diferentes concentraciones de sonda.

A B C D E F G
Sonda 1 2 3 4 5 3 )
[ ng/pd]
Conjugado + + + + + ) n
dilucion1:1500
(+) Presencia, (-) Ausencia
A B ¢ D E F G

Figura 16. Efecto de la concentracion de la sonda. Se emplearon diferentes concentraciones de sonda.
Controles positivos: A) 1 ng/ul; B) 2 ng/ul; C) 3 ng/ul; D) 4 ng/ul y E) 5 ng/ul. Controles

negativos: F) sin conjugado y G) sin sonda.
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En la figura 16 se puede apreciar que en la membrana A, la intensidad de color es mayor a
diferencia de las deméas membranas donde se observa una ligera coloracion y en la
membrana F donde no se adiciondé conjugado no hubo reaccién. En la membrana G se

observa reaccion inespecifica debido a que no se adiciono sonda.

6.7.3 Modificacion en el lavado de las membranas

El lavado es una parte esencial para eliminar el exceso de cada uno de los constituyentes en
cada ensayo. En esta parte de la investigacion se utilizé la solucion de lavado SCC IX
(Solucién de citratos) con y sin Tween 20 al 0.1%. En la tabla 10 se muestra el sistema que

se realizd en este ensayo. Cada uno de los controles se realizé por duplicado.

Tabla 11. Efecto del Tween 20 en el lavado de las membranas en la técnica dot blotting.

Control Controles Negativos
Positivo
Fragmento 879pb 4 A + -
[ 18 ng/pl]
Sonda + - + +
[ 1ng/pl]
Conjugado 4 A - +
Diluciéon 1:1000
(+) Presencia, (-) Ausencia
A B C D

Figura 17. Efecto del Tween 20 en el lavado de las membranas en la técnica dot blotting.
Fila 1: lavado con Tween 20; Fila 2: lavado sin Tween 20.
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En la figura 17 muestra el efecto de los lavados de las membranas con y sin Tween 20. En
la fila A se realizo el lavado con Tween 20 mientras que en la fila B se realiz6 el lavado de
las membranas sin Tween 20. Los resultados mostraron que el uso de Tween 20 elimina la

unidn inespecifica del conjugado.

6.7.4 Efecto dela desnaturalizacion del ADN.

En esta parte del estudio se analiz6 la desnaturalizacion de ADN por efecto de agentes
quimicos y por efecto de la temperatura. La desnaturalizacion quimica se realizé de acuerdo
al procedimiento general de dot blotting, mientras que en la desnaturalizacion por
temperatura se efectud en un termociclador donde las mezclas de hibridacion se incubaron
a 94°C durante 1 minuto, en seguida se llevd a cabo la hibridaciéon a 65°C por 1 minuto,
colocando posteriormente las mezclas de hibridacion en la membrana de nylon. En la tabla
5 se muestra los controles empleados para cada uno de los ensayos los cuales fueron

realizados por triplicado.

Tabla 12. Efecto de la desnaturalizacion en el ADN.

Control Controles Negativos
Positivo
Fragmento 879pb 4F aF + -
[ 80 ng/pl]
Sonda 4F - IF F
[ Ing/pl]
Conjugado 4F F - 4k
Diluciéon 1:1000
(+) Presencia, (-) Ausencia

A B C D

Figura 18. Efecto de la desnaturalizaciéon de ADN. Fila 1: Desnaturalizacion por agentes quimicos; Fila
2: Desnaturalizacion por temperatura. A) Control positivo. Controles negativos: B) Sin sonda;
C) Sin conjugado; D) Sin gen de 879 pb.
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En la figura 18 se muestra la desnaturalizacion por agentes quimicos (fila 1) donde se
aprecia una menor intensidad de color en las membranas de la columna A), mientras que en
la desnaturalizacion por temperatura (fila 2) se observé mayor intensidad de color. En las
columnas B, C y D (controles negativos) no se mostré ninguna reaccion para ambos

métodos de desnaturalizacion.

6.7.5 Variacion del tiempo de exposicion a luz UV para la fijacion de ADN.

Este ensayo consistié en exponer el fragmento de ADN a radiacion ultravioleta (UV) a
diferentes tiempos desde 2 a 7 minutos (Tabla 13), debido a que es indispensable el
tratamiento previo con UV para la fijacion de ADN en la membrana de nylon. A

continuacion se muestra en la siguiente tabla el sistema que se empleo:

Tabla 13. Fijacion de ADN a diferentes tiempos de exposicion de UV.

Controles Positivos Controles negativos
Tiempo de 2 5 7 5 5 5 )
exposicion
(minutos)
Fragmento 879pb + A + + + ) n
[ 150 ng/ul]
Sonda + + + + - + +
[ 1 ng/nl]
Conjugado + + + - + + +
Dilucion 1:1000
(+) Presencia, (-) Ausencia
A B C D E F G

Figura 19. Determinacion del tiempo 6ptimo de exposicion con luz UV para la fijacion de ADN. El ADN
se expuso con UV a diferentes tiempos: A) 2 minutos B) 5 minutos C) 7 minutos. Controles
Negativos: D) Sin Conjugado E) Sin sonda F) Sin gen de 879 pb G) Sin exposicién a UV.

47



En la figura 19 se observo reaccion positiva a los 2 y 5 minutos de exposicion en UV

mientras que en las demas membranas no hubo evidencia de hibridacion.

6.7.6 Optimizacion del procedimiento basico de dot blotting.

Los ensayos realizados con el genotipo F permitieron determinar las condiciones finales
para llevar a cabo la técnica de dot blotting. Por consiguiente el procedimiento general
planteado fue modificado y la técnica se realizo bajo las condiciones que se muestran en la

siguiente tabla:

Tabla 14. Determinacion de las condiciones Optimas de la técnica dot blotting.

Caracteristica Condicién Optima
Tipo de Desnaturalizacion Temperatura (94°C/1 min)
Tiempo de exposicion en luz UV 2 minutos
Concentracion de la sonda 1 ng/ul
Dilucion de conjugado(avidina-peroxidasa) 1:1000

Se realiz6 el experimento por triplicado con las condiciones Optimas establecidas
empleando un control positivo y 3 controles negativos. La concentracion que se utilizé del

fragmento de 879 pb fue de 150 ng/ul.

En la figura 20 en el control positivo A las membranas presentaron manchas de color
violeta lo que indica que se llevo acabo la hibridacion entre el fragmento de 879 pb y la

sonda, mientras que en los controles negativos B, C y D no hubo evidencia de reaccion.

A B C D

Figura 20. Determinacion de las condiciones Optimas de la técnica dot blotting. Control positivo A.
Controles negativos: B) sin sonda; C) sin conjugado y D) Sin fragmento de 879 pb.
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6.7.7 ldentificacion del genotipo homologo utilizando la sonda del genotipo F.

En este ensayo se empled el fragmento de 879 pb de diferentes genotipos a una
concentracion de 80 ng/ul para la identificacion del genotipo homodlogo a la sonda del
serotipo F.

En latabla 15 se muestra los controles que se utilizaron para la realizacion de la técnica dot
blotting.

Tabla 15. Determinacion del genotipo homodlogo utilizando la sonda del genotipo F.

Controles positivos Controles negativos
Genotipos
Genotipo L2 D 1Ia
Fragmento de 879pb

+ + |+ |+ |+ + + -

[80 ng/ul]
Sonda genotipo F + ) I - + +

[1 ng/pl]
Conjugado + + + + |+ -+ - +

Dilucion 1:1000

(+) Presencia, (-) Ausencia

En la figura 21 se observo una reaccion positiva a la prueba de dot blotting para los
genotipos L2 y F lo que indica que la sonda reconocié a su homologo y al genotipo L2,

mientras que para los genotipos D, Ia y E y controles negativos no hubo reaccion.

L2 D Ia E

F Sin sonda Sin Conjugado Sin gen de 879 pb

Figura 21. Identificacion del genotipo homologo utilizando la sonda del genotipo F. Fila 1: genotipos L2,
D, Iay E; Fila 2: genotipo F y controles negativos.
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7. DISCUSION

Chlamydia trachomatis es una de las infecciones bacterianas de transmision sexual de
mayor importancia debido a su distribucion mundial y a que el numero de casos
reportados van en aumento.Actualmente, se reconocen por lo menos 19 serotipos de C.
trachomatis, los cuales presentan diversas manifestaciones clinicas, por ejemplo, los tipos
A, B, Bay C, causan tracoma, los tipos D a K causan infecciones genitales y los tipos L1,
L2, y L3 causan Linfogranuloma venéreo (LGV). Los principales genotipos reportados que
causan infecciones genitales con una alta prevalencia en el mundo son: D, E, F, G, y

mientras que los de baja prevalencia son: H, Ia, ] y K (Tabla 3).

En México, se desconoce la prevalencia de genotipos de C. trachomatis en poblaciones
sexualmente activas, debido a que hay muy poca investigacion y a que las instituciones de
salud so6lo reportan los casos de C. trachomatis que causan la enfermedad de LGV. El
unico estudio de genotipificacion que se ha realizado hasta el momento ha sido por RFLP
en mujeres infértiles, siendo el genotipo F el mas prevalente en esta poblacion (Basurto,
2011; De Haro, 2008; De Haro et al., 2011). Actualmente se ha visto que la técnica de
RFLP no es buena opcion para realizar estudios de genotipificacion debido a que es una
técnica laboriosa de realizar, emplea enzimas de restriccion que son costosas y se debe
tener cuidado de no generar fragmentos largos debido a que disminuye la sensibilidad de la

técnica. (Molano et al, 2004; Quint et al, 2007; Yang et al, 1993)

Los resultados de RFLP son a menudo dificiles de interpretar, especialmente cuando se
encuentran infecciones mixtas, ademas de que tiene poca habilidad para encontrar
genovariantes. Es por ello la necesidad de implementar una técnica rapida y accesible para
identificar los genotipos en diferentes poblaciones que estén expuestas a la infeccion por
este patdgeno. Debido a lo anterior, en este estudio se estandariz6 la técnica de hibridacion

dot blotting.

El desarrollo de técnicas para identificar diversas cepas de C. trachomatis han cambiado
desde la serotipificacion o serovariedad. La identificacion de los serotipos fue gracias a la
identificacion de la proteina de membrana externa llamada MOMP la cual contituye el 60%

de las proteinas que forman la membrana de C. trachomatis y que ademas es responsable de
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la respuesta inmunologica contra esta bacteria. Hoy en dia se han desplazado las técnicas
serélogicas por técnicas de genotipificacion debido a que resultan ser mas especificas y
sensibles, las cuales se basan en la amplificacion de acidos nucleicos, utilizando como
blanco DNA gendémico o bien un gen en particular. EI gen mas empleado para identificar
genotipos es el gen ompA el cual codifica para la MOMP. Este gen estd formada por 4
regiones denominados dominios variables (VS) separados por 5 regiones altamente
conservadas llamados dominios constantes (Lampe et al/, 1993; Morré et al, 1998; Yang et
al, 1993). Los dominios variables VSI1, VS2, VS3 y VS4 se encuentran expuestos en la
superficie y son los responsables de la clasificacion de los serovares. (Findlay et al., 2005;

Lysén et al., 2004; Morr¢ et al., 1998; Yuan ef al., 1989).

En el presente estudio, se realiz6 la prueba de hibridacion dot blotting con el objetivo de
identificar genotipos de C. trachomatis. Para ello se empled dos fragmentos del gen ompA
uno de 879 pb que comprende las regiones variables VS1-VS4 y otro de 450 pb que
contiene las regiones VS1 y VS2, los cuales fueron utilizados como blanco y sonda
respectivamente. Estudios previos han utilizado como sonda las regiones VS1 y VS2 yen
algunos casos unicamnte la region VS2, ya que en estas regiones se muestra una alta
variabilidad nucleotidica en comparacidon con las regiones variables VS3 y VS4 del gen
ompA (Gharsallah et al., 2012B; Molano et al., 2004; Quint et al., 2007; Stephens et al.,
1998; Stothard et al., 2001; Xiong et al., 2006; Yuan et al., 1989; Zheng et al., 2007)

El desarrollo de este trabajo consto principalmente de dos pasos: el primero en la obtencioén
de la sonda y el segundo se basé en la estandarizacion de la técnica de hibridacién dot

blotting.

El primer procedimiento que se realizo fue la amplificacion del fragmento 879 pb de gen
ompA de los genotipos D, E, F, Ia y L2 de Chlamydia trachomatis los cuales fueron
secuenciados e incorporados previamente a un vector plasmidico (pGEMT-Easy) en cepas
de E.coli IM109 por Basurto Tranquilino, (2011) y De Haro Cruz, (2008). A partir de este
producto (genotipo F) se reamplificé el producto de 450 pb que fue utilizado como sonda
para ello se utilizaron los iniciadores CT4 y NLO, descritos por Gharsallah et al., (2012A),
quienes demostraron que dichos iniciadores son especificos para las regiones VS1 y VS2

y que ademas no amplifican con el ADN de otros microorganismos. Posteriormente la
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sonda fue marcada con el kit comercial Bionick Labeling System de Invitrogen, el cual es
un kit facil de manejar y muy eficaz, ya que se han obtenido buenos resultados en diversos
estudios de hibridacion. (Chiapero et al., 2013; Lavrov et al., 2004; Mancilla et al., 2008;
Radis et al., 2003)

En la segunda etapa del estudio se hicieron diversas modificaciones para obtener las
condiciones Optimas de la técnica, en el cual se emplearon membranas de nylon cargadas
positivamente debido a su facil manejo ya que permite que el ADN quede unida
covalentemente a estd, lo que evita perdidas de ADN a lo largo del proceso. A diferencia de
otras membranas como nitrocelulosa, las membranas de nylon son mas duraderas y tienen

mejor capacidad de fijacion. (Sambrook y Russell., 2001)

La primera variaciéon que se realizd a la técnica, fue la concentracion del conjugado
avidina-peroxidasa, se conoce ampliamente que la biotina se une a la avidina de forma
altamente especifica y que no es afectado por cambios extremos de pH, solventes organicos
o agentes desnaturalizantes. A pesar de lo anterior, los resultados obtenidos en este estudio
mostraron que a altas concentraciones del conjugado aumenta el nimero de falsa
positividad al observar que las membranas a las cuales no se les adicionaron sonda o

fragmento de 879 pb mostraban precipitado azul indigo debido a la reaccion con el sustrato.

La segunda variacion fue la concentracion de la sonda, empleando concentraciones de
1-5 ng/ul (Tabla 10). En este ensayo se uni6 unicamente la sonda a la membrana de nylon,
es decir sin la adicion del fragmento de 879 pb. Observandose que a menor concentracion
de sonda fue mayor la intensidad de color en la membrana, esto probablemente fue debido a
la unién inespecifica del conjugado a las membranas a pesar de que se empled6 ADN de
esperma salmén como sustancia de bloqueo de los posibles espacios libres en la
membrana. Debido a lo anterior se incrementd el tiempo de lavado y se sustituyo el
detergente fuertemente ionico SDS por un detergente no iénico como el Tween 20, el cual
logré disminuir la inespecificidad, evitando asi la unioén del conjugado a la membrana

(Figura 17).

Otro aspecto evaluado fue la desnaturalizacion del ADN, el cual puede llevarse de manera

quimica como fisica ya sea utilizando agentes desnaturalizantes o temperatura
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respectivamente (Sambrook y Russell., 2001). En la metodologia basica de dot blotting que
se describio en materiales y métodos, la técnica inicia con la desnaturalizacion del
fragmento de 879 pb con formamida. Los resultados obtenidos con este procedimiento
evidenciaron menor intensidad de color en la membrana (sefal débil) lo que dificulté la
deteccion de la hibridacion. Para mejorar la sefal del ensayo, se desnaturalizdo la mezcla
con el fragmento de 879 pb y la sonda a 94°C. Posteriormente se llevd a cabo la
hibridacion de los fragmentos a 65°C. Los resultados obtenidos demostraron un
incremento en la sefial, ademas de reducir considerablemente el tiempo de hibridacion en
un tiempo total de 3 minutos, ya que en diversos estudios (Gharsallah et al., 2012B;
Molano et al., 2004; Quint et al., 2007; Stothard et al., 2001; Xiong et al., 2006; Zheng et
al., 2007) se han reportado tiempos muy prolongados en el reconocimiento de la sonda y
el fragmento diana hasta de 12 horas, por lo que la desnaturalizacion por temperatura
realizada en este proyecto fue una mejor opcion en comparacion con la desnaturalizacion

quimica.

El tiempo de exposicion a la luz UV para la fijacion de ADN en la membrana fue otra
variacion analizada. En diversos estudios (Gharsallah et al., 2012B y Zheng et al., 2007) el
tiempo de fijacion de ADN es de 30 minutos a 120°C, lo que es un tiempo muy
prolongado. En este estudio se expuso el ADN a luz UV para reducir el tiempo de
fijacion. Los resultados obtenidos mostraron que a tiempos mayores de 7 minutos de
exposicion a luz UV el ADN se fragmenta y no es posible evidenciar la reaccion de
hibridaciéon por lo que el tiempo minimo de exposicion adecuado para observar una

reaccion positiva fue de 2 minutos.

Los ensayos realizados en este trabajo aportaron informacion importante para conocer las
condiciones Optimas para desarrollar la técnica de dot blotting, las cuales fueron:
desnaturalizar del ADN a 94°C durante 1 minuto, fijar el ADN con luz UV por 2 minutos
en membrana de nylon, emplear una concentracion de sonda de 1 ng/ul y usar una

dilucién de conjugado avidina-peroxidasa 1:1000.

En comparacion con el procedimiento general de dot blotting se logré simplificar,
mejorar la sefal y reducir el tiempo de realizacion de la técnica. Ya estandarizada la

técnica de hibridacion se realizé un ensayo utilizando diferentes fragmentos de 879 pb del
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gen ompA de Chlamydia trachomatis de los genotipos L2, D, Ia, E y F, los cuales fueron
expuestos con la sonda del genotipo F para evaluar la capacidad de la técnica para el
reconocimiento de su genotipo homologo. Los resultados revelaron que la sonda reconocio
tanto a su genotipo homologo (F) como al genotipo L2, mientras que en los genotipos D, la
y E no hubo hibridacién. Lo que sugiere que los genotipos F y L2 posiblemente presentan
una gran similitud ya sea en la region VS1 o VS2 del gen ompA. De acuerdo con el
analisis filogenético reportado en el 2011 por De Haro Cruz et al, entre el genotipo F y L2
existe una distancia muy cercana en comparacion de la distancia del genotipo F con los

genotipos D, Ia y E (Figura 5).

En los ultimos afios se han desarrollado varias técnicas de genotipificacion para la
identificacion de serotipos de Chlamydia trachomatis. Las técnicas MLST y MLVA son
muy sofisticadas, las cuales son mas discriminativas, pero demasiado laboriosas y costosas
por lo que no podrian ser usadas como técnica de rutina. La secuenciacion tiene una alta
resolucion y tiene la capacidad de detectar genovariantes pero requiere de equipo
especializado. Tanto la técnica de RFLP y secuenciacion no son convenientes para la
identificacion de muestras clinicas que contengan mas de un genotipo de Chlamydia
trachomatis. Sin embargo, la técnica de hibridacion dot blotting y PCR en tiempo real
tienen esa ventaja ya que emplean una sonda para cada genotipo. En estudios recientes se
ha reportado un incremento en el numero de casos de individuos infectados con mas de un
genotipo (Tabla 4), por lo que es importante emplear técnicas que detecten infecciones
mixtas por C. trachomatis. La desventaja de emplear PCR en tiempo real para este fin es
que se requiere de equipo especializado mientras que la técnica de dot blotting no necesita

ninguna instrumentacion especial para realizar la lectura de los resultados.

En la literatura se ha demostrado que la técnica de dot blot tiene una sensibilidad del
98.2% (Zheng et al., 2007), el cual tiene una sensibilidad mayor a diferencia de la técnica
RFLP que muestra una sensibilidad del 49% de acuerdo a Yang et al., (2010). Lo que hace
evidente que la técnica de hibridacion es una buena opcion para realizar estudios de
genotipificacion. Debido a lo anterior, la técnica de hibridacion dot blotting es util para
tipificar serotipos de C. trachomatis ya que es una técnica accesible, de bajo costo y que

no requiere de alta tecnologia.
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8. CONCLUSIONES

X/
L X4

Se logré amplificar un producto de 879 pb con las regiones VS1-VS4 del gen
ompA de Chlamydia trachomatis de cada uno de los genotipos D, E, F, lay L2.

Se logréo amplificar un producto de de 450 pb con las regiones VS1 y VS2 del gen
ompA de Chlamydia trachomatis del genotipo F.

Se obtuvo una sonda de 450 pb del gen ompA conjugado a biotina, el cual

identifico su fragmento homologo y el genotipo L2.

El proceso de desnaturalizacion e hibridacion por temperatura mejord la
intensidad de la sefial y disminuyo considerablemente el tiempo de reconocimiento

entre el fragmento diana y la sonda.

La optimizacion del procedimiento basico de dot blotting mostré que el uso del
detergente Tween 20 mejord la sefial evitando la unidn inespecifica del conjugado

en la membrana.

El empleo de membranas de nylon y la fijacion de ADN por luz UV facilitaron y

redujerdn el tiempo de fijacion.

Se logré determinar la concentracion de sonda, la cual fue de 1ng/pl.

La dilucion de conjugado avidina-peroxidasa 6ptima fue de 1:1000.

La técnica de dot blotting es simple, rapida y que no requiere de instrumentacion
especializada para la deteccion e identifificacion de genotipos de Chlamydia

trachomatis.
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9. PERSPECTIVAS

El numero de casos de individuos infectados con C. trachomatis en los tltimos afios han
ido en aumento por lo que se ha convertido en un problema de salud publica en nuestro pais
y en todo el mundo. La falta de investigacion en estudios de genotipificacion ha motivado
el desarrollo de la técnica de hibridacion dot blotting con lo que se pretende mejorar y
validar esta técnica para poder aportar informacién importante que nos permitira conocer
la asociacion de manifestaciones clinicas y de patogenicidad, diferenciar entre una
infeccion persistente y una reinfeccion por otro genotipo, resolver casos de abuso sexual,
conocer patrones de transmision en trabajadores sexuales, conocer la frecuencia de
infecciones mixtas por C. trachomatis. Debido a que esta técnica tiene la capacidad de
identificar mas de un genotipo en una muestra clinica, asi también saber cudl es la
prevalencia de genotipos en la poblacion mexicana que permita una seleccion de genotipos

para el desarrollé de una vacuna.
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11. ANEXO

11.1 Materiales

Material Biologico

Cepas recombinantes de Escherichia coli IM109 .
ADN de esperma de salmoén. (Boehringer Ingelheim)

Material

Tubos estériles de: 100 pl, 600 puly 2 ml.
Micropipetas de: 0.5-10 pl, 10-100 pl y 200-1000 pl.
Vasos de precipitados de: 50, 100, 250 y 1000 ml.
Puntas estériles.

Tubos de ensayo con tapa.

Escalpelo.

Asa bacteriologica.

Mechero bunsen.

Membranas de nylon. (immobilon™ —Ny+ de Millipore)
Microplaca de poliestireno de 96 pozos.

Tubos coénicos de 15 y 50 ml.

Barra magnética.

Filtros de 0.45 pum.

Jeringas de 10 ml.

Guantes de nitrilo.

Reactivos

Acetato de potasio.

Acido acético glacial.

Acido etilendiaminotetracético (EDTA).
Agarosa.

Alblimina sérica bovina (BSA).
Bromuro de etidio.

Buffer de carga para 4cidos nucleicos.
Citrato de sodio.

Conjugado avidina-peroxidasa.
Dodecil Sulfato de Sodio (SDS).
Etanol absoluto.

Ficoll.

Formamida.

Glucosa.

Iniciadores P3, P4, NLO y CT4.
Isopropanol.
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e Kit Bionick DNA Labeling System. (Invitrogen Life Technologies, CA, EUA)
e Kit Quiaquick gel Extraction. (QIAGEN)

e Kit PCR Master Mix. (Promega®)

e Marcador de tamafo molecular. (Invitrogen ™ y Promega ®)
Medio Luria Bertani (LB).

Metanol.

NaCl.

NaOH.

HCI.

Peroxido de hidrogeno.

Polivinilpirrolidona (PVP).

Solucidon amortiguadora de fosfatos (PBS,pH=7.2).

Solucion amortiguadora Tris-Acetato-EDTA (TAE,pH=8).
Tris-HCL

Tween 20.

4-cloro -1-naftol. (Research Organics Inc)

Equipos

Agitador magnético.

Agitador de microplacas.

Balanza analitica (Ohaus)

Bario seco.

Bafio Maria.

Céamara de electroforesis.

Centrifuga refrigerada.

Espectrofotometro NanoDrop 2000c¢ (ThermoScientific)
Fuente de poder para cdmara de electroforesis.
Incubadora de CO,.

Potenciometro.

Termociclador (Axygen® Maxygen™)
Termdmetro de mercurio.

Transiluminador. (VWR Scientific)

Vortex.
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11.2 Preparacion de soluciones

Obtencion de plasmidos por lisis alcalina.

Soluciones Stock:

1. Glucosa IM

2. Tris-HCI IM, pH 8
3. EDTA 0.5M, pH 8
4. NaOH IM

5. SDS 10 %

Esterilizar por autoclave. Almacenar a temperatura ambiente.

Solucion I

Glucosa, 50mM 500 pl sol.stock Glucosa
Tris-HCI, 25mM 125 pl sol.stock Tris-HCI
EDTA, 10mM 100 pl sol.stock EDTA
Agua bidestilada cbp 5ml

Esterilizar por filtracion. Almacenar a 4°C.

Solucion I1

NaOH, 0.2 M 400 pl sol.stock NaOH
SDS, 1% 200 pl sol.stock SDS
Agua bidestilada cbp 2ml

Preparar al momento de su empleo.

Solucion III

Acetato de potasio 30 ml
Acido acético glacial 5.75ml
Agua bidestilada cbp 50ml

Esterilizar por autoclave. Almacenar a 4°C.
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Caldo LB (Luria-Bertani)

Caldo LB 1.25¢g
Agua bidestilada cbp 50ml

Esterilizar por autoclave.

Preparacion caldo LB con ampicilina:

Colocar 5ml de medio LB en tubos de ensayo estériles, colocando a cada uno 100 pl de
una solucion stock de ampicilina (Smg/ml) para obtener una concentracion final en cada
tubo de 100 pg/ml.

Bromuro de etidio:

Adicionar en un contenedor 40 pl de una solucion stock de bromuro de etidio al 1% en
400 ml agua bidestilada, para obtener una concentraciéon de 10 pg/ml. Almacenar a
temperatura ambiente protegido de la luz.

Gel de agarosa al 0.8%

Colocar en un matraz Erlenmeyer 0.32 g de agarosa mas 40 ml de solucion TAE 1x,
posteriormente calentar la mezcla por 1 minuto en microondas hasta observar disuelto la

agarosa. Por ultimo colocar la mezcla sobre un molde con el peine en posicion correcta
permitiendo a que gelifique por completo.

Obtencion de los fragmentos del gen ompA

Mezclas de reaccion para PCR

Se utiliz6 el Kit de PCR Master Mix de Promega ® para la preparacion de las mezclas de
reaccion.

Componentes de la Master Mix 2x:

Taq DNA Polimerasa 50 U/ml en solucion buffer pH 8.5
dNTPs 400uM
MgCl, 3 mM

Almacenar a 4°C.
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Se emplearon los siguientes volimenes y concentraciones de cada uno de los componentes
de la mezcla de reaccion ajustando cada una a un volumen total de 25 pl.

Componente 1 mezcla Concentracion
volumen(pl)

PCR Master Mix 2x 12.5 Ix

Reverse primer 1 25pM

Forward primer 1 25pM

DNA molde 2 <250ng

Agua libre de nucleasas 8.5 -

Gel de agarosa al 2%

Colocar en un matraz Erlenmeyer 0.8 g de agarosa méas 40 ml de solucion TAE 1x,
posteriormente calentar la mezcla por 1 minuto en microondas hasta observar disuelto la
agarosa. Por ultimo colocar la mezcla sobre un molde con el peine en posicion correcta
permitiendo a que gelifique por completo.

Marcaje de la sonda

Se utilizo6 el kit Bionick DNA Labeling System (Invitrogen Life Technologies, CA, EUA)
que contiene los siguientes componentes:

Mezcla dNTPs, 10X

dCTP,dGTP, dTTP 0.2mM
dATP 0.lmM
biotina-14- dATP 0.1lmM
Tris-HCI ( pH 7.8) 500mM
MgCl, 50 mM
-mercaptoetanol 100 mM
BSA libre de nucleasa 100 pg/ml

Almacenar a 4°C

Mezcla de enzimas, 10X

DNA Polimerasa | 0.5 U/ul
DNasa I 0.007 U/ul
Tris-HCI (pH 7.5) 50 mM
Fluoruro de fenilmetilsulfonilo (PMSF) 0.1 mM
Glicerol 50% (v/v)
BSA libre de nucleasa 100 pg/ml

Almacenar a 4°C.
Técnica dot blotting
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Solucion salina de citratos (SSC) 20x, pH=7.

NacCl, 3M 1753 g
Citrato de sodio ,0.3M 8.23¢g
Agua bidestilada cbp 100ml

Ajustar pH a 7.0, esterilizar en autoclave y almacenar a temperatura ambiente.

Solucion Denhardt 100x

Albimina sérica bovina (BSA), 2% 2g
Ficoll, 2% 2g
Polivinilpirrolidona (PVP), 2% 2g
Agua bidestilada cbp 100ml

Esterilizar por filtracion con membrana de 0.45 um y almacenar a 4°C.

Solucion de pre-hibridacion

SSC, 6x 15 ml de SSC 20x
Denhardt, 5x 2.5ml de sol. Denhardt 100x
Formamida, 50% 25ml

SDS, 0.5% 0.25g

Agua bidestilada cbp 50ml

Esterilizar por filtracion con membrana de 0.45 um y almacenar a 4°C.

Solucion de bloqueo.

Adicionar en un tubo eppendorf 1 pl de ADN de esperma de salmén (10 mg/ml) mas 1ml
de solucion de pre-hibridacion (dilucion 1:1000) mezclar. En otro tubo eppendorf, colocar
1 pl de la dilucién 1:1000 mas 1 ml de solucion de pre-hibridacion para obtener una
concentracion de 10 ng/ml. Calentar la solucion durante 5 minutos a 95 °C y enfriar en

seguida a -20 °C por 10 minutos. Se debe preparar al momento de su uso.

Solucion de lavado 1

SSC 2x 10ml de sol 20x SSC
SDS 0.1% 0.1g
Agua bidestilada cbp 100ml

Solucion de lavado I1
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SSC 0.1x 0.5ml de sol 20x SSC
SDS 0.1% 0.1g
Agua bidestilada cbp 100ml

Conjugado avidina-peroxidasa.
Primero se realizé una dilucién 1:100 tomando 3 ul de conjugado mas 298 pul de PBS,

posteriormente se hicieron diluciones 1:10, 1:15 y 1:20 para obtener las diluciones
1:1000,1:1500 y 1:2000, respectivamente.

Dilucion Volumen conjugado Volumen PBS Dilucion final
1:100 (ul) (ul)

1:10 100 900 1:1000

1:15 67 933 1:1500

1:20 50 950 1:2000

Preparar al momento de su uso.

Solucion Salina Citratos (SSC) 1x

SSC 20x Sml
Agua bidestilada cbp 100ml

Almacenar a temperatura ambiente.

Solucion de revelado.

4-cloro-1naftol 30mg
Metanol 3ml
SSC 1x 3ml
H202 30 ],LI

Preparar al momento de su uso y protegerlo de la luz.
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