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Generalidades

La conjuntivitis producida por Chlamydia trachomatis debe considerarse al momento de
hacer diagnodstico, debido a la forma variada de presentacién clinica. C. trachomatis es
conocido como agente etiolégico de tracoma, conjuntivitis de inclusion y enfermedades
inflamatorias como faringitis, cervicitis, uretritis y linfogranuloma venéreo. Esta bacteria es
considerada la causa mas frecuente de enfermedad de transmisién sexual en paises
desarrollados y es responsable del 15% de conjuntivitis aguda, 20% de conjuntivitis

crénica y el 50% de conjuntivitis en los recién nacidos.’

La conjuntivitis de inclusién producida por C. trachomatis se transmite por contacto directo
o indirecto con secreciones genitales infectadas.?

Es una infeccidon que afecta de manera unilateral o bilateral en la conjuntiva tarsal,
influenciada por el estado inmunoldgico del paciente,® por lo general ocurre en personas
jévenes con vida sexual activa. En la actualidad se reconoce la asociacion entre la
infecciéon ginecologica y contaminacion ocular a partir del foco genital que determina la
aparicion de conjuntivitis y/o neumonia atipica.* El periodo de incubacion se estima de 2
a 19 dias en el adulto, provoca una conjuntivitis folicular de inicio subagudo, que puede
hacerse cronico de 3 a 12 meses de no ser tratada. La infeccidon se caracteriza por
cuadros recurrentes de hiperemia ocular, secrecion mucopurulenta, fotofobia, lagrimeo y
ocasionalmente edema palpebral. Con lampara de hendidura se observa presencia de
foliculos mayores de 2 mm de diametro en un ndmero superior a 5 y de predominio en
conjuntiva inferior, ademas, puede haber queratitis epitelial en casos de larga evolucion.
La cronicidad puede generar cicatrizacién conjuntival leve y micropannus corneal.’
Patogenicidad. Las infecciones por C. trachomatis afectan exclusivamente a humanos y
estan entre las infecciones bacterianas mas comunes en el mundo. Los 18 serotipos
descritos se distribuyen en tres biovares, responsables cada uno de un cuadro infeccioso:
a) tracoma (serovares A, B/Ba, C), b) linfogranuloma venéreo, LGV (serovares L1, L2,
L2a, L3) y c¢) enfermedad 6culo-genital no invasiva (serovares D/Da, E, F, G, H, l/la, J, K).
Estas patologias tienen una distribucion geografica diferente y afectan a distintos grupos
poblacionales. La infeccién 6culo-genital no invasora es la principal causa infecciosa de
transmision sexual en el mundo y el numero de casos nuevos crece cada afio,
especialmente desde 2008, pero no esta claro si este incremento esta directamente
relacionado con mayores tasas de transmision o se debe al establecimiento de técnicas

de diagnéstico molecular, mas sensibles y especificas. Esta infeccion afecta



fundamentalmente a mujeres entre 15-24 anos, aunque el 60% de los casos son
asintomaticos. Este desequilibrio hacia las mujeres podria no ser real, ya que muchos de
los casos se detectan en los cribados de controles periddicos rutinarios a los que las
mujeres acuden con mayor frecuencia. Por el contrario, entre el 10-20% de las infecciones
de cérvix evolucionan hacia enfermedad inflamatoria pélvica, embarazos ectopicos e
infertilidad. Los cuadros de conjuntivitis estan asociados a niflos menores de 2 afios que
se infectan en el canal de parto de madres portadoras de los serovares D-K de C.

trachomatis.®

Se ha observado que los casos tienden a resolverse de forma espontanea en un periodo
de 6 a 18 meses. Por otro lado, los tratamientos de eleccién son: Doxiciclina 100 mg/12h
durante 3 semanas; o Eritromicina 500 mg/6h durante 3 semanas; o Una dosis Unica de
Azitromicina 1g. Existen tratamientos topicos: Tetraciclinas o ciprofloxacino y/o

eritromicina en colirio o pomada.

La secuenciacion automatizada es el método recomendado para la identificacion de los
genotipos de C. trachomatis. La proteina de membrana externa principal (MOMP) de C.
trachomatis es uno de los principales componentes de la pared celular y es responsable
de la patogenicidad del cuerpo elemental infeccioso extracelular y la conversion del
desarrollo del cuerpo intracelular reticulado.”® La MOMP se codifica en el gen ompA y
muestra variaciones extensivas de secuencia de ADN que se localizan principalmente en
cuatro regiones discretas denominadas dominios variables (DV1 a -4).°>'° Tres de los DVs
estan expuestos en la superficie y contienen péptidos antigénicos.'" ' La secuenciacion
del gen ompA es el método de eleccion para la diferenciacién de cepas debido a que es el

que permite la discriminacion de genotipos.’ "

Justificacion

En un estudio retrospectivo realizado en el Instituto de Oftalmologia Conde de Valenciana,
(IOCV), en el afio 2009 se observé un aumento paulatino de las conjuntivitis foliculares
atendidas, de acuerdo a registros anteriores desde el afio 2007, 5 de 9 casos de
conjuntivitis folicular crénica dieron resultado positivo para Chlamydia spp por técnicas
moleculares (por la identificacion por PCR de un antigeno genérico), mientras que en el
2010 aumenté a 57 casos de los cuales se confirmaron 45. Cuarenta de ellos se
detectaron en el primer semestre de ese afio, estos pacientes presentaban infeccién

cronica multitratada.



Por otro lado, los pacientes con conjuntivitis clamidial confirmada por laboratorio y sus
contactos sexuales, deben ser estudiados con la finalidad de descartar coinfecciéon por
otras enfermedades de transmision sexual, como sifilis o gonorrea, antes de iniciar el

tratamiento.

La caracterizacion de cepas de C. trachomatis puede proporcionar importantes
conocimientos epidemioldgicos y contribuir a mejorar las medidas de control. En este
estudio planteamos caracterizar los genotipos de C. trachomatis por el analisis de
secuenciaciéon del gen ompA de los casos descritos clinicamente como conjuntivitis de
inclusién y positivos para C. trachomatis genérico, en pacientes del Instituto de

Oftalmologia “Conde de Valenciana”.
Objetivo General

Identificar mediante secuenciacién automatizada los serotipos de C. tracomatis

responsables de conjuntivitis de inclusion.
Objetivos particulares

- lIdentificar la frecuencia de nuevos casos de conjuntivitis de inclusion en el primer
semestre del 2014.

- Obtener de las secuencias especificas de serotipos de Chlamydia spp mediante
PCR punto final, de los nuevos casos.

- ldentificar los genotipos de Chlamydia spp mediante secuenciacion automatizada.

- Comparar las secuencias obtenidas con secuencias reportadas en el GeneBank

para identificar los genotipos de cada muestra obtenida.

HIPOTESIS

Los serotipos de Chlamydia spp son los reportados a nivel internacional como

responsables de conjuntivitis de inclusién.
Materiales y Métodos

Se realizan dos tipos de estudio:



1. un estudio de casos y controles para la determinacion de nuevos casos de

conjuntivitis de inclusién.
Criterios de Inclusion

Pacientes con conjuntivitis folicular aguda, crénica multitratada y pacientes con

conjuntivitis alérgica con presencia de foliculos y/o papilas tarsales.
Criterios de exclusion

Pacientes inmunocomprometidos, diabéticos, embarazadas, pacientes con nddulos
palpebrales por molusco contagioso, o por reacciones toxicas a las gotas oftalmicas
administradas a largo plazo y la infeccion estafilococica cronica del borde del parpado, asi
como pacientes que no hayan firmado el consentimiento informado y pacientes que no

cumplan con el esquema completo de tratamiento.

Para este estudio se realizard un muestreo dirigido del total de los casos de conjuntivitis

folicular crénica en los meses de enero a junio del 2014.

2. Elsegundo sera un estudio retrospectivo que pretende identificar los serotipos de

una muestra histérica de casos positivos a una PCR genérica para C. trachomatis.

Extraccion de ADN. Esta se realizara con el mini Kit de QlAamp, segun el protocolo de
QIAGEN (QUIAGEN, Sciences. Maryland, USA). El material genético sera almacenado a -

20°C hasta su procesamiento.

Diagnéstico molecular por PCR genérico tiempo real. Para la identificacion de
Chlamydia sp se usara el método de amplificacién de segmentos especificos por tiempo
real debido, a su alta sensibilidad en la deteccion. Brevemente: Se utilizara la solucion
Master mix Hot Start de Qiagen que contiene dNTP la enzima, el Mg++ y el KCl,, los
oligonucledtidos (tabla 2), que amplifican un segmento del gen 16S comun a las especies
de Clamidia. Se usaran los olinonucledtidos (tala 1) a 10nM, Syto9 como agente
intercalante y 10 nM de ADN en un volumen final de 20 pl. Las condiciones de
amplificacion seran: 95°C/10 min, seguido de 38 ciclos a 95°C/10seg y 47°C/15seg vy
72°C/20 seg. Las reacciones se realizaran por triplicado en un termociclador Corbett
(Life Science RG-6000. Sydney, Australia).



Amplificacion del gen ompA. Las condiciones de amplificacion consistieran de
polimerasa inicial activacién a 95°C/15 min; 40 ciclos de 94°C/30 s, 55°C/30 s, y 72°C/90
s, y un paso de elongacion final a 72°C/7 min. Se incluira un control negativo con agua en
lugar de ADN en cada corrida. Se realizara una PCR anidadas con 3 uL de producto de la
primera PCR, en volumen final de 25 pL. Las condiciones de PCR se realizaran como se
describe anterior, excepto que la temperatura de hibridacion sera de 60°C. Los productos

amplificados se evaluaran en un gel de agarosa tefiido con bromuro de etidio.

Las bandas del gen de interés seran cortadas y purificadas por el método de purificacion
de gel de agarosa con MinElute Gel Extraction Kit de QIAGEN. Cortar el fragmento de
ADN del gel de agarosa con un bisturi limpio y afilado y ponrlo en tubo eppendorf de 1.5
mL. Afadir 3 volumenes de buffer QG a 1 volumen de gel ( arox 100 mg), Incubar a 50 °
C durante 10 minutos (o hasta que la rebanada de gel se haya disuelto completamente).
Después de que el gel se haya disuelto por completo, compruebe que el color de la
mezcla es amarillo (similar a Buffer QG sin agarosa disuelta). Anadir 1 volumen de gel de
isopropanol a la muestra y mezclar invirtiendo el tubo varias veces. Coloque una columna
MinElute en un tubo de 2 ml provisto en un ADN 7.Aplicar la muestra a la columna de la
MinElute, y centrifugar durante 1 min. Deseche el filtrado y coloque la columna de la
MinElute de nuevo en el mismo tubo. Afadir 500 yL de buffer QG a la columna de
centrifugacion y centrifugar durante 1 min. Deseche el filtrado y coloque la columna de la
MinElute de nuevo en el mismo tubo. Para lavar, anadir 750 uL de buffer PE a la columna
de la MinElute y centrifugar durante 1 min. Deseche el filtrado y centrifugar la columna de
la MinElute durante 1 min a = 10.000 x g (~ 13.000 rpm). Colocar la columna de MinElute
en un tubo de microcentrifuga de 1,5 ml limpio. Para eluir el ADN, anadir 10 yL de buffer
EB (Tris 10 mM « Cl, pH 8,5) o H20 para el centro de la membrana, se deja reposar la

columna durante 1 min y centrifugar durante 1 min.

Secuenciacion del ADN. El fragmento de ompA obtenido se purificé mediante el uso de
un QlAquickKit de purificacion de PCR (Qiagen), y ambas cadenas de un segmento de
1035 pb seran secuenciado mediante el uso de un kit de reaccion BigDye Terminator
Cycle Sequencing Ready (Applied Biosystems, Foster City, CA) . Se cargaran las mezclas
de reaccion en un 310 Genetic Analyzer (Applied Biosystems). Los cebadores utilizados
para la secuenciacion seran RVS1059 y 191S (5-GCTYTSTGGGARTGTTGTGGRGC-3’;
Nt 598-620). Para la completa secuenciacion ( aprox 1135 pb) se utilizaran tanto el

oligonucleotido forward como el reversa. La secuenciacion sera también realizado con los



cebadores MOMP87 y C214 (5°-TCTTCGAYTTTAGGTTTAGATTGA — 3’; Nt 671-648), lo

que resultara en la secuencia de casi todo el gen ompA.

Tabla 1.0ligonucleétidos usados en el estudio.

NOMBRE OLIGONUCLEOTIDO Tamaiio del
5 -3’ Amplificado (pb)
Clamy F (genérica) GTG GAT GAG GCATGC GAG TCG A 266
(PCR tiempo real)
ClamyR CTC TCA ATC CGC CTA GACGTC
P1F ATG AAA AAA CTG TTG AAATCG G 990
(1-22)

Omp2 R ACT GTA ACTGCGTATTTGTCTG (1124-1103)
MOMP87-R TIGAGTTCTGCTTCCTCCT 87-111

RESULTADOS preliminares

1- Se han analizado 7 muestras procedentes de Oaxaca y 1 muestras de la consulta
externa del “Conde de Valenciana”, de pacientes que cumplieron con los criterios
de inclusion y que firmaron el consentimiento informado.

Estas muestras fueron procesadas por PCR genérico en tiempo real y resultaron

negativas para esta prueba.

N
1

También se han evaluado 51 muestras histéricas positivas para el género
Chlamydia, que fueron analizadas por PCR en tiempo real. De ellas sélo 11 fueron
amplificadas utilizando los oligonucledtidos especificos para el gen OmpA
(FIGURA 1A, 1By 1C).




FIGURA 1. Gel de agarosa al 1.5% con el intercalador de bromuro de etidio. Las
Bandas para el gen OmpA amplificado de las figuras A, B y C, estan indicadas en

el carril correspondiente.

Las bandas del gen de interés fueron cortadas y purificadas por el método de purificacion

de gel de agarosa con MinElute Gel Extraction Kit de QIAGEN. (se describe en material y

Se cuantificaron los DNA correspondientes por comparacion con un marcador de pesos

moleculares y concentracioén (figura 4).
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Figura 4. El gel de agarosa al 1.5 % muestra la intensidad de la banda con el peso
molecular en relaciéon con la concentracién de DNA. El carril numero 1 presenta 4 uL el
marcador de pesos moleculares la intensidad representa la concentraciéon (100 pb). La
intensidad de las bandas en los carriles 2-5 (4 uL) se comparan con el marcador. Pude

observarse en las 4 muestras hay una intensidad aproximada a la banda de 40 ug.

Se realiz6 el PCR para la secuenciacion utilizando el kit BigDye terminatior con los
oligonucledtidos forward y reversa para cada muestra debido a que el peso molecular del

amplificado es de 1135 pb.

Las muestras se encuentran en el proceso de secuenciacion con los oligonucleétidos P1
F yOmp2R (forward y reversa) para posteriormente realizar el andlisis de las mismas y
evaluar si se requiere el oligonucleétido interno para la secuenciacion completa del

amplificado de interés.

Tiempo para concluir la tesis

Se pretende analizar 30 muestras mas para tener una idea aproximada de los serovares
responsables de conjuntivitis de inclusién que afectan a pacientes que son atendidos en el

“Conde de Valenciana”.
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