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Validacién técnica de una PCR: Reaccién en
cadena de la polimerasa para la deteccion de
Chlamydia trachomatis

Technical validation of a polymerase chain
reaction for Chlamydia trachomatis detection

Diana Jurado-Orejuela’, Claudia Paredes-Amaya?
Gerardo Libreros-Zuniga®

Resumen

Objetivo: Estandarizar una técnica de PCR para la deteccion de Chlamydia trachomatis.
Materialesymétodo: Estudio experimental en el que se optimizaron las condiciones de PCR
para la deteccion in vitro de C. trachomatis. Se utilizé ADN de C. trachomatis VR885D y
los cebadores CtP15"-TAGTAACTGCCACTTCATCA-3"y CtP25"-TTCCCCTTGTAATTCGTTGC-3,
que amplificaron un segmento de 201 pb del plasmido clamidial. Se realizaron diluciones
logaritmicas de ADN clamidial y fueron empleados para determinar la sensibilidad analitica
expresada como copias de plasmidos y/o de cuerpos elementales. La especificidad analiti-
ca de la prueba se evalué usando los cebadores CtP1 y CtP2 y ADN de microorganisios
colonizadores y/o patégenos urogenitales. La variabilidad intraensayo fue evaluada sobre
muestras por triplicado, mientras que la variabilidad interensayo se determiné mediante
comparacion de los resultados obtenidos por tres técnicos en diferentes dias.
Resultados: Las condiciones de PCR para la amplificacion del gen de interés fueron estable-
cidas (94°C/4 min; 40 ciclos de 94°C/1 min, 56°C/1 min. y 72°C/1.5 min; 72°C/4 min); 1.5
mM MgCl, y 1 U/uL Taq polimerasa. La sensibilidad analitica de la PCR fue de 1077 g de
ADN, equivalentes a una copia del plasmido o menos de un cuerpo elemental de C. tracho-
matis. Los cebadores CtP1 y CtP2 amplificaron especificamente el ADN de C. trachomatis
bajo las condiciones experimentales evaluadas. La repetitibilidad y reproducibilidad de la
PCR se determind con experimentos de variabilidad intra e interensayo respectivamente.
Conclusiones: La estandarizacion de esta PCR es el primer paso para su utilizacion en
el diagnéstico de infecciones por C. trachomatis. Se requieren estudios adicionales de
validacion clinica de ésta prueba.

Palabras clave: Chlamydia trachomatis, diagnéstico molecular, PCR.
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VALIDACION TECNICA DE UNA PCR: REACCION EN CADENA DE LA POLIMERASA
PARA LA DETECCION DE CHLAMYDIA TRACHOMATIS

Abstract

Objective: To standardize a PCR for Chlamydia trachomatis detection.

Materials and methods: An experimental study was designed to standardize a C. tra-
chomatis PCR test. Genomic DNA from C. trachomatis serovar D ATCC VR885D was used
for the PCR standardization. An amplicon of 201 bp from clamidial plasmid was obtained
using primers CtP15-TAGTAACTGCCACTTCATCA-3" and CtP2 5- TTCCCCTTGTAATTCGTT-
GC-3". Serial dilutions of clamidial DNA were used to determine the analytical sensitivity.
Analytical specificity was tested using DNA from several urogenital microorganisms. Intra
assay variability was assessed on triplicate DNA samples, while inter assay variability was
assessed comparing the results by three technicians on different days.

Results: Established (94°C/4 min; 40 cycles at 94 °C/1 min, 56°C/1 min and 72°C/1.5 min;
72°C/4 min; 1.5 mM of MgCl, and 1U/uL of Taq polymerase. The analytical sensitivity was
10" g of DNA equivalent to one plasmid or less than one elementary body from C. tracho-
matis. Primers CtP1 and CtP2 amplified specifically C. trachomatis in the experimental
conditions evaluated. Intra and inter assay variability demonstrated the repeatability and
reproducibility of the PCR respectively.

Conclusions: We standardized the experimental conditions for a C. trachomatis PCR
that can be used for diagnostic purposes. Other studies are required for further clinical
evaluation of this test.

Keywords: Chlamydia trachomatis, molecular diagnosis, PCR.

INTRODUCCION RN, PR 1K a Nt OKK la WK p 1KK KXta KEX X
MMV a X té MXXMKa M Xih gHXXEMKa X t KXKKa gk

Chlamydia trachomatis es la bacteria que M p a KtK MK Xl tKa ta XENXtK Kp Xt XXX KX I

causa el mayor ntimero de infecciones de  p a KENtM{y KX X KXNt0Kl KX 1a BRf XN a K

transmisiéon sexual en el mundo, con un XX XXxa MKl 1K KK KKa v a KXXa . (4).

estimado de 100 millones de casos por afo,

constituyéndose en un problema de salud El MXIt® K KX K¢ 1Kla X Ma KCRy , a p KXa K|

para la poblacion sexualmente activa (1,2).  MXXMEKXa KK KKK K K X é t KKK KX X KKK

C. trachomatis infecta principalmente células  p a Ba Kl Xk gRXKtHX KX la b XK t KKK KX

del epitelio mucoso y, simultaneamente, se ~ trachomatis, p BXXta b a ja XXX NMa X y

a MXCh M XK KX KXt a MK XX MRfla X a MEXKKXEMIDN MK p 1M KXta KX KX la b XXa t KKK

qQEN fav KRN la KNGO MKOKN XN -t SEOROEER (5) .

R NN KK, BN K p BN RN p 1K, K VEEN

MK 1a IKK KKKKKAGKKKG HXX avia) (3) . PXX XtMK la MK, XXX a 1tKKa tB a al KXl
MY MXXKXt Kb K 1a X p BXKb a K XX XXt KOMKK XD

EX CHIXX b Bh , 1a tKa XKXOHERIRMAtis a Nt ighdkX b a Xt MRLEXENIOMP) , q KK a

M fav BXp KKla Ko BXKE KX KK pplE KM b a MKy fa K4 M p 1KX XXt

KX v N a K& KX Kf KKEKKK KX t kh KKEEENt a Kb a ja Mp KEiKa X KK p a Ka Ka b

Mx Ma 1 K¥p KXifia X MKt K KXf XXa XX haKKXRIEIR K (6) .

RN PRl RN MR E p a t RgW K/NMEN] t a NEN

palka X Xk oXEXMX KK la b Xh t-KEKAXAKEOKK KXt K, 1a X MXKK KXXa KEKKXK-X XXX

Ka INMXtK, la Ka tRKa [Kza a MEtXX & ERp p KOKK Kih gRXKKE MK XK 1a b Kika t KKK XK

Kia KK 1a 0Kf KKK /gadldiafa X B W KKKXKK p BRtrachomatis XX BKKI Ba K p XX

KKK Ba KKK MKt B 1a Mp Kb 1a KEKKKK KXE XEXEK la Kp Kb a KKK a Kp 1MiXa KEKX KX
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XXX XXX BOKXK XX X 1 a RXa KXOKX KX Ca XXXHK BEC). SKKX p Kla MK 1 XX KXba

PXI MK XXa Xeecrf, XXb BKX a KX KlXv a XX KKEKFAGTAACTGCCACTTCATCA-3 y CtP2 5'-

p MK Kb gkt MK (XD M Ma Xy MXp XEHRKECKTGTAATTCGTTGC-3"( 11)La KX p-KX

MMp KN a BN p a Kb Ka XXX K XX] t B, XXX HKa KX fida 1 KX XKMKa Kiddr KX
la XKt KXKX XX a Xt igkKXK) (7); a KEMKKa IXKIK0At B KzXl a Mda DOKHKIK KX XKKXA XX 1a ta bl a
laPCR ta Kb B K p KXXX KX KXt a KXa M¥a HaUla aviiilz Mta KXa M¥a Ma la p MdKba , tRKKXX
Kl a K4 [HOK XX XEXKKEKK t6H XK KK X HEHTE [ KK KKK MKa 1 Ka MR KX 3K KKK

MK XMKa M falMMlaKKK a X X Kk gKXt XEKXNXEAp p 1 B BRKXyXXX X2720 KX p 1XKa XXX
f KON oM a 1My Kx tMa gBINMO. IRMK Kl p Mgk X a :95°C/4 K MK, 40 XK XX( 95°C/1
1K a Xt KN XXt X KXt IKMK p MKt XX v oa 1 BKEKPGENE,/1 K BK; 72°C/1. 5 K ) y 72°C/4

PCR p alkh la XXt KXCKMErdHormatis q IX X K. TRXXXI KKXx p MXEK XX HXKEKKD K yXXK KX

p MX¥a XX KXa Ma XX £k M oMM BN p XXM Xy bl a KKK KK MK Xikdr K.

MATERIALES Y METODOS Sensibilidad analitica: SX/a 1 Ka MK KX X
MKXMXX] Mga KitX MKa MMADNNXNXC. trachomatis

Microorganismos y material genético: TXKXX yMdp MXXa MXX pP&E. SKXXNK KK XXX X

1 XX X HORXza XHK KX ADN XM¥a XXX XX 0K KKK KK p 14 KX HKK y KE KKK K XK KX

tlhbajXXp BMXNta XK la tabla pla MMEXNKK750 0 p by1l0 Mp bh Mp KXXa Ka
CE. La XXXDN Ma Ka Ka [ithla KXla p MIXba XX

Extraccién y cuantificaciéon de ADN: A p a &t HKXXFXMK KXX K 1a X XM a XXX DOKK KX

XX KX MXItH X p MM KX a ga X tMKp t HRADN KIFKW B 1 KX KXKXKKK KKK p 4 KX K

MY MXKp MXNEKX 2 a 5 MXXIXKEK: K KX 1 . SXEKK QEXKXRa KKK p XXPER.

agla MHIMQ. SK MXtMNegK a 12.000 gy K

p B Ra MK MK KtHMKX p alkh la Kx tHépekdRkiddd analitica: SX Ma 1 Xa MIKR

ADN gMHXX MY KX p 1Xa KX Xl XXt XXhX Wip BEXED 1MKa XX KXX | KNKXba EEHICP2

GXXXX MK ADN PXM¢iXa t MK ( PN Kga ). TXXy ADNXXXa Ka KKXXXX] XXX HEKXXza KEKK XX

la XK KKKt Xa AN f KKK MXa Mt Mika Na XXE X KX a MKK XKz KEK XXX XXX KKK 1 a

Xl OQxb ¥ 2 .0 (IXv X HgkX). ta bla 1. La Mxp XXXikKa Xa Ka litha XXXXfiXNK
MM Nla Ma p a Ma X XX 1 XX Kb tRKMX

PCRpara ARNribosomal16S: CXX NXKMKXXt MKl  CtP2 WX a K p 1MiKa XXx X XK a K KXX K gkX

Mt AN NN] aPRRb a Xt KM6h Ma KiKa X p 1 MXAEEE X Kv HKXKDG XXKXK MKKa ba KXa XX

MMM KXt KXX60 2 p b XXl gl q HXMXXMiKa 20a g bMXIKX gkl KKa ga MKa .

Xl ARN KD XXX a 1 1 6S XKika XXX | KNXXb a KKXXKX

Ub 1 ®ATTAGATACCCTGGTAGTCCAC-3' y  Analisis de los productos de PCR: SX a XX

Ub25-CCCGGGAACGTATTCACCG-3'. LaPCRKX  [Na MK 10 pHX Xa Ma p MEXKXEK KRR

Ma 10X KX a MXKKIX KK AKhIK Kt MMt a 1. (160 LHKX p KzXK KX Xl KX a ga MdKa 2 % XXX
SYBR-Sa f X ( IXv NMXKgKX). La Xl KXt} KKXEHK XX

PCR para Chlamydia trachomatis: SX MXa }X Ma 1KXKXta X pTEE1X, H8.3a ¥ /KX

zal®X KxphOBK KKK KX Kpthk BralKX KK la  p XX60 X BRI LXK gK MMAXXXIK KXta MK

PCR Vv a M XXX 1a X MXXXXt Ka KENKK XY MK Kl tka XXM KX MKa KXX Sa fK-IK a giX 2.0

(1.0 a 3.0 MMM v a b XEKXXXXX 0 . 6[NWIRHKKX). SK KKK Kl K a Ma XXXKK p XXX

Togp MK Ba (0 .5a 2U/pLMXX v a MGKXRHEEN] a X10 ODNAH a KXKX( IXv RMKgKX).

XXO .5U/pul) y t KX p KXa t XEh XXX a 1MKXa X HKX

t ¥ KK MXba XXM (52 a 57°C KXX v a K XKXXX

400 Salud Uninorte. Barranquilla (Col.) 2016; 32 (3): 398-410
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Variabilidad intraensayo: DI MEXtXX t¢ MK KX 1a XX p Xxa tXKa KK a 1MKKa X KX KX 1 XX

MM MKa | Kza MINIRGR p XXX 10HKa KK XX XXEKba MXMICtP1y CtP2 (KX 52 a 57°C) y KX

NI M X KRR B KX KGN Kighdita 1 1a KKXXKKK (XL MEKKKKK Mg(Clla 3K M). SX

q XX p Mv kh XKXtKX ha bia X KX p MKKXXa HiEly Xa X p 1KMiKa KKK KXKXa ba KXa XX20 1

Mih gMXMiKa Ma MKXX K p XXM a KX MXga i Xt 55y 56 °C y Xt 1.5a 2.5X M KK

p a KB trachomatis XXX X RXXIXNWK BN 6080 1 MgCL ( fighihla 2). A XX p Kb tKa MNXa 1 HKKa

XX PCR KX X p K MXa qPCR) K X1 thp [Mx X HXXMKE KKK a 55°CHKKp KKMKa 57°C

trachomatis, Ureaplasmay Mycoplasma ( Sa Ka KX XX KX XbMXv X 1a ba MXa MXp M¥a Ka (Xa tXXXX

BHXKhXK] KgMKX). La v a M bH Ma KEKh XXX XXX, AXEKKa 1K KX X Ka [ Ka KKK

MUXXEXMKNN X1 a Mdp XiddbM Ma XXXI KK Kdkp MBK XXX KMv a 1 Ka KKK KK KX EX XXX

Xa MXXMKa 1Xa KKXp MXKa Ma Mp X XXXbEXRNba MKXKK XXz p MK KA Ba (0 .5a 2 U/

XM a MK p KB MXta 1 KX( ta bl pLat). CRXMRKXG XXX qRK]1a MXXKX KR KKK KX
MYz a MOXX MXXa Ma p XXX fa bMEKa XtX KX

Variabilidad interensayo: SXp MXXa MM p MXXX 1 U/pL, XXta PCR KXXMEXNK a X p 1KiKa X

PCRE XXXixh KKKXMGKK NKgkXRa 1 v a b XK f Kh gl KXtX gé XN XX MRk KMXX tKKa K1a X

la MXXNERRNKXKX p DOBK MXta [ KNX( p KXOGMN RN X MKKKXXHzgp X1 BK Kb Ka Mv a 1Xa Ka KX

XM MANXXN té MKXNHKKX y Mia X KK MXXa yX). L&KKIKKS Ka O .5U/pLl (Xa XXX K KK XXX).

v a [ b Ma X MOHXEXNa v XX KKF KKK XXX K 1 a

Mp MRNXMXON Ma XHXI KKENKX] ta KXKXXDHXXEMRNN K ik XXMXta bl MOXXI 1 X RX KK KKHXRKN

ba jX KK KX XX KIXXBKOHKNN Kx p MK MXta [BM1a p MXba KX MKa | XRCRERd 40 ORI XK

(ta bla 5). a 56 °C, Mia XXX XM MXKXNKX] Hga Xtk Ma XXX
ADNRNXC. trachomatis, 1URNTa qp XI K Kb Xa ,

Consideraciones éticas: EXtX KXIXNXNK f KX 1.5K MKXMgCL, y IXKKXba XXXKCtP1 y CtP2.

ap Mba KK p KKK CHXKXE INKRXMKXKa 1 KX

RRv MOWX Etfla HXX a Ka KX 1a URK XMOBREPCR KRERN ha Rta 10g XX ADN, X gXK

KXl Va 11X AXta 0 45-0 12. MgK, a IXa KK p la MXEKKKX750 0 p bXK XXIKX
MK KX MK X XIKX MXta 1 X trachomatis
RESULTADOS (fighlka 3), XX MIXKKX KK XK X XX KXta 1

XX C. trachomatis ( fighka 3).
LXK MXba XXMIXCtP1 y CtP2 fla NgXKa X KXa
MOXMXH NN 20 1 p b KK p MXXMKa KXOKCEXNKp Mp MXRXNXXXx a X MKa Mla MXp KXEikKa X
K Ma 3584 ( T3584)yla AXKXMKa 3784 ( A378HNIXNMXba XXMXKP1y CtP2MNMKa 1da MBCR
XXl p 14 XX BKXXXip tHK.MHichomatis. EXta  KK40 MEKIXXa 56°C, KXa KXXa p Mdx MK a Ma X XXX
MgMX gé MMKa NN MXta MK XBKa MXMXEK KK d BEXKADNp v XXX HXIKKK HEXKa KEK KK
XXhX KOG K KXKMiKa MIOCDS) KKK — p a tRgKXKKK KX KXXa IXX KX t)h KX gMkMKXX
Ma Bp ala Kl p la MCHEEmatis, p KX MKa K. SKIX XX Kby X a X p IMiKa KKX XX
1K XK, X fKa gl KNiK gé XK a X p 1 MiKa HEEEXEKKKE XXX ]la XK XXE KqRKKKK R X
KXta PCRXXMENp XXNXXa a KXa p XXbl KEKgHKON XX C. trachomatis, X XX la MK KzKla &.(
M tMXpe XiKa KXX f KMXMKKX XXX a ha Kta ffichomatis + U. urealyticum) y (C. trachomatis
X KX MXtX ( GKXBa Kk: AABO 2587. 1) ( fighkh 13 M. hominis).

Pa Ka [MXta XXa M&a X1a X KXXNERKXNXK Kx Pakiéd XXOOK BKa Kla v a Mh bMKa X Mdh XNKX
X MXta | KXNXKIPCR MM 10a X v a b MOKMERK. yXIXKXK p a Kb MK IXKEK]ta KMKKEKEK KK
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P MKa NXXXKIBCRMK [a Ma Xp MXMp IKaMBENXla KKK XX a MtighXK ba Xikdh XX y
y v a K XXX la X KXXKERKXKN Xx p 0OHK KXt la v KXta ja XXKXXXNXX BKa KMy KX 4 X4
(Mp Xxh XXM y Mia KKK KXKa yH) MXp - KXNKGMEXMKEKN, p MK p BNta K XXa ba ja XXp KXXi
X MXtK. LaPCR p a K& trachomatis Xv a I¥a KalKa XMXXX p a Ma Ma XXX X KXIt X (12). PRXIX
X XX DI MM KKK [a Bp MidbMNKa X a KHOBKY IXMXMX é tXXXXba Xa MXMXKX a K p IMika
y Mp MXXKONMa XM Xxh Ma (ta bla M4 YK NNa MRKKXXKIKKXY, KX X IBCR, KX la
a 1tida % a XHXXKKNp a Ma KIKKh gMXXHKXXX
DISCUSION C. trachomatis, XKbMK a XX a lta MXXHXMa X,
Mp MXEiKa Xy fa KN MXta MXa Mza DOKK KKK K
Chlamydia trachomatis KX Xl p a tKglXX qX¥X XXl la bXXa XXX (7).
a Mia KINa yXXKXX XX KK EKE XOORKKKXNE
giiXita IXNIN MXXKKa Ka a BN, p MXKKEXEKE gia Mv Kdia tHiKa XXXla Kp MdXba MXXa X p IX
MXf MO XXa KXXNK % Xa gHXX XXX X XMMKEHMEiKe MKK XK E MEIKKXKKIEKKKha p MK HEKEK KX
y K HRMK X BKf OMKXKY p MK qXMX a p 16K DOKX XX X Kikh  gRIKKEN MMichomatis
f RO XN KXNXDKN a [IKEXX & thKa Ky p HEXKE XXX KINK KX XK RN KXtxh tghh X, XXX X
lIXga Ka p MEXKKIKKXX p IMKa DOKNXXXKKXNK XLCR( Lpa MXCha BKRXa XORRR( PRIyX Kb KX
MR KON Ma tHKa 1 KKK trachomatis XX p M4 Cha B RXa XMKX)RCR KX X p X MKa IR
XM XNt la MOK KOOKK y a KiXa 1X XXX KXKa Kida tMqBCR), KX XHKK AKKa 1K KX
Kx HtXXNa v a MXKa MXNtXa XXta ba XXoh ) BRKIRKXX XX X K K&Ka XX KXXKhXX GECR
ta MtX, XXk oXXXMX y t}h ta X HXXXp XXXEE XK XX a XXX a tka bIXX y KXX Kx XXIKXHX
XX 1K BRI, DRXXN HKE KXta XXX la p MEKOXEEN p MK Xk gMXXKN (9); MK KX ba XX,
hit¥h X MXta p a Kb KIKKNOKIKKla tXa XXX a 1t RXIXEXN XX 1XX KqREp KXy KXEXKhXX
MXX [OB0h IMXNGPCR p KKXKX KKK p MK a 1
EXX tkh ba j¥ MXa 1K la v a IfKa KKX t¢ BHEKKv MXMKXX p a Ko XX DK p IXX KXta KX XX
XXXKa PCRp a Ka la NXXOXMKNCHEmydia p a DXXXKK KMKXa MAIIX. PXX KKK K X X, XXX
trachomatis Q¥ p KXNKa XXv HKXXX Xp XXtXXEA ba jX MK MXta KXa Mé¢X RER MXXv XXX
p akilla p alkh la Mp IXXKXta KEKXXXKXIXEEwse, XX KKa Ka p a Ma XXM gKXXNKa
p MXXba XX KXXXHK X KXHK. DXbMKK a la XXMIHK Ma Ma XMPCRp MK qQMXp KXKa MEKIta X
MMlta XXXp a Xa XIKMh gKNXXERXRE0omatis K a KKKXXX MK .
KX CHIXX bk , MM M q¥N]la a p 1XKa XOKX KK
MXta PCR p XMXXa bXXXfiXh Ka la p Kbla MEKHXNXzNK dugp XK Kb Ko Xa ta 1Xa la a KNKKX
Xa yXXEXX (MK, ERXXKKy XXX Ka 1K EEKK MKKKKKIKOINK, KK a KXXKKKKXKX - XX
tMa Xtk XX)yMK Xitda KX¥a X KXtK, B p a Xta B XX 5" 00 XXf a tX, a 1 gHpI & KX la
MBI MKXXta ba X0 NXtkh KKK HOKK MK Mddd. NXKa KM KADN. EXta Ma XOKX XXX
X p XMOIX ba ¥ la p HOKXKG XK HKKEK Mg
Ap Kxa KKK XXX KKK KEKKIK]a KEXKKEKKKQXINK KKK a KKK KK K a (Ka 1K XX
Ko XX KK KK Ké tHNK KK MK KXKh p a KalaKKXzEK a HXKG MBEXp a Ma KX a KX Ba X ( 13).
Xbh gHXXKX XX 1la bXKa tXMKENXrachomatis,
MXtXp HXta gia MXMKXMKKXKv MXHKXOXp a MidXKXta MXa Ma KKK KK la MIXKNX{X XKX XX
M p XX KXta BN KX IXKIa bXXa HXMEKXKXINEKKMVg> MXKla v MXKK: HEECGR p KKqRKa XikKX X
XXX K KK XK RN Ka KKIKIKY a KK EKXKEKKEN MKKX X [N I p a Ka  ga Kb Nika X
yla XK p IXjiKa KXp K XKNa 1( 5);a XKiKXNIXlaaKtH MKa X MXZMK & tKa , X Kx XXKKE KX Mg
p MXba X KX MXMXXNZMK & ta X, qXX KX ba MK BXyX la MXp MXEiKKa X y fikKKIMKa X XX

B

[RRIDTRERROA
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la XXz a , a XK 4 KKK a f Kitw MERIXK o MKa XXXXIE MEXXKXX K la v a M KX KKK XK
hibMKXXKXba XMXMDN, ADN-ADNy MXba XXX C. trachomatis.
Mdba MXXf KM a MXXNXNMK XRAR ( 14).

La XX KEMXKG KX la v a Kb XK KNXa XX
NRMXKNKa KK MKt MK a K p ik MXKX XKL trachomatis Mdp MMNta XX KX p 1K KK la
gl KX DKXXE Ka p a KMEKXX1.5K My ha Mgk X v KiKa tMilKa X XXl gMXXX a ba Xh XX y
X MKXXMgCL,;MHMXY ba KN, p a Xa X MM Ka KKK 0K Xita XXa X XXX, la 0K p MXta XMOG XK
Xf BRI Kx [N XX MgTag p KINK Xa Ko ylala MXXIKOOKK MXMKeMXMX gé XiKa KKXNXX a Ka X
TmRXXIXKhibMKXN, ta NlaPKRMXMKa 1Fa MIX XXX Kbla MXMXXp a Ma la MXXSMKNKKp a t}gMXXX
XX la X KXKKXKN ) DK BEECL qRKp (X KX Ja M p MKba KKK a M p INiXa KRN XK a MXHKXX
KK a Kp I¥iKa KX g KX NMKEKE X (1. 5 X MHKKIKNKKX

C. trachomatis I KK p a tNgMXX MtXa XXIXIa KX MXXXNK qRK KXK p a MK la X XMGERS XX

MK XX XX KKK @ KX 7 Mb y 10 KXp Bh XKD 1a KX DX KKKXKK a MKla XMXRXWEchomatis,

XXp 14 KX BEKNKXZ. 5kb( 15). EXXp la XX BIXEEIXyMXNKIa KKV a v a M KiXKKKXa XX X

MIXjNga X XXX XX KX [OXMXN0G XIEXKK XK 1a MMdeMIXMEDS2, CDS6, CDS7 y CDS8 KXX X

fika KXHXXCDS) qRKKKX p a XXX KX tKa X MK 1a MK a4 MKXKKD a Ka XXKXEKKKIKKp 14 XX HKKK

gHXINNN a KNIXXHK M Xp MK a 1y @0$  KOXKXKG XMXX( 19). PXXIK ta XtX,la Xtdkza KKK

qiK KXIXNXiKa X p XX p MiXiKa K p KODIXK KNKKba XXRNXGKKfla KqXKXX MK Xita XMXa X KXt

Mla XKXa Ka XKXX v EKIXKKS (16). MXta XXOCNXKXKDE XXX a Ka MXX p la XX KX
XX DX BN BOBIX DRXIX RIXI, DXIX X ormp A,

El p 1a XX BKX KX KX bla XKX KXX XX XX la B XXXXX XXX MKXMKla p Mdba bMMKa X KK f a IXXX

p MXXba XHKRXXa Ma XKX K Kih gRXXIXKN MK KKga t KKKX la Mp MdXba XXX KIXHXXMKN KX

MR KON p K lamydia ( BKIKyMXIXK1PCR ~ trachomatis.

NXMXXXXEXNNK), qdXha KKK f KKXKa X KXta XX

p a K XIKXeXEK MK y XK K] MK ]1a XEKEXOMH . a MXMbNMKa Xa Ka 1ithka HAREXta XMXa X

KX Ma KXa Ma Mp MXMXta ba Xtdh XX EXMXpaakay KX KREXKXIKN, KKa KKK 40 KMKIXK, f KMKKK

EXta XXX UXEKXX 1077 g KK ADN; MXtN v a IXMMXXMRXp KXXKa Kka
Mp 0h KKl p la XX BKX X K XXX XK XX KKK X

EX 20 0 6 XX XKD p XX p MK Kb v XzKHEK KXta | KNC. trachomatis ( fighlka 3). EXHXX

SKK0h XXa XXKv a v a MGCHtK@bmatis  MONIta XXX XMKOKX KK Ma MKa IXMXNMKp KXta XXX

giK XX Mxa XXtKKta Ma p KXa 1gNa Xp MXEbAENEKN (20 ) v MXX KKXKh X X p KKK 1

XX PCR XMKp XXEbIXXXN X X [Ka XX ((17). PHX Kb gKXXNKN KK XXtaPCR.

XK XX HIKKKIDDN HKX qRKKXta Ky a Kb KKK

tiXia X MXa NXXXMKX XK 377 p b, XXX XX la UX KXXKEK qK X KKK la Xa Kea XX C. E KK

MK MXa Ka p a Ba la a Mp IXiXa KKX gétMllornatis Kx KMta XNXXp XXNKXN, NAKXX K

KX Xta Kp MXba X( 18). f MXta MXMXX M KMHIN KX MKIXEKE K( 21)
MK KX KX p KX BKXIBK, 120 0 C.E/10 0 pLy

La MOWXXKKE XXl p 14 MY MK a X p I¥iKa Malog GXE/10 0 pL XX XXKa XX hXK bXX y-X X

NXMXXa PCR KX MXta MRXIXEa X la KXIKOOKN XK KX, a X XXX DXla XMXa Xa MK ,

Wp Xkta Ka ¥ la v a Kb XNXNKNKKa , IKNKXa KEBEK HKa MXKa Kga KMXK2231y773C.E/10 0 pL

fiXa gXXIPCRKXta XXa M&a Ha XX XXXKXXKNEDN X XXKKE X IXKKNy Ma 1K y v a gia IXX,

p K¥Ma p XiXXKG 1K KXX XXKKta X ta XtX B XX, a X XXX, Ba Xa MK XX Xl KKK KK KX
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CE Kx M¥Kta MXX p XX MKXN MKKKK KK & KM Ka tXXa IXza a KKK 4 e XKla XEKf KXKRKXKX
y a BXX HKXKN qXX IXX MR, BRIKKN XK BE KX p o XK. trachomatis BREXERXOSINXN X MG - gMXIXETIN
MOKXMXa MK & tHKa XXMM KKa X XXKXXa Koa tkh ta X BKXEX KX IKX HKKK, HKKXX MK KXta XXX
XX CE XX IXMXMKIXK & XK, [ p KKK ya la v Xzfa MdRa la MRfla K a MKX KEXNKa vy X
qXXMXta PCR tMXXKa X p XiXXKE |XXXKXXa Ha XX tHKX]la KEEKv EMIN ( 23, 24).
a X bXXgMp XXMXIXMMEMX XXX MK KKK a X
a Ma lithla (1 p la XX BKKGEx (1F¢XKa 4). EXCXIXX bkh ,Kla XXX IMK Ra KKa la Kp MdXba X
La MRKXtMiXa KKK KX XMXa ba jX XXX K& XK Kk gKXXKX XMC. trachomatis, MK a KK a
CE, MMKXIXMXS, XXMDN p la XX BKMh 1 ( bbb XM a MXMXXE NXXKp Mgkh Ka Hv HpMa Xih XK
NiXp Ké KXXla X XXX ba Xikh Ka ), X f KKEE KMOMKXNKXp XKXKEXK NOMXKza XN X, Kf XN
XMXta 1p a Kb XX gHXXHKX y tka ta X NKX Ma MKMKa [p a Kb la tXa XXX XOKX KX XXta
MK, HRXKXa KKK & XKy p KKKXXKGHMN Ba XiXh ,a XikKX KKKXHKKK BEXKa MK XX
p a K XKKKEKIKMK]la txh XX KX, X tkh XX MK KXx Ma 1, KX/, QXX p KKK

a p Mv Mxha XX KXXta XXXXMKfla X a KHKX KKK
Pa Ka la Mta MXa M&a XKX XX MXta p XXHEXMERKX p XMC. trachomatis p a Ka BHf KXta K
XXX ADN KX Chlamydia trachomatis M0Kv a XD Ké 1X¥la X bla XXX MdXIXta Ma X KX la X K KKXKa X
(a KX0h Ma KXXMKE KOMKXNKKeXMa IXKNEKY MMMGMXMa 1XKX ( 24, 25).
val,palk allp IMiKa XXXa MIgMKXXXIp la XX KX
Mip tHXNXegka XKXta bMKa Xgkké tha ya Xlpa Il p XX KXta MEXXKp MXba XXk giXXKa X,
XEKEBOXIMAKN MY XK KX gé WKChlamydia( 16, ta 1 XXX K [&PCR KMta KXa M&a Na KX KXHX-XXHX
19,22);p KXIXta XX, KaRp MXKa KX p IXa MMM, p KXMa MXXEGDXEK KX K Kk gXXXXKN y
p alkh XXiKta XKtkh XXMV a MK giita [MGXE X NN N p Ko MXXX]a KEKf KSHKKKKp XX
Mv a K& a MKXX K E-K, a Xi KXK X IXK bMKv aCifidichomatis XX BKKN, BIXXK KKXK & XK y
tXh [N a y IKf Mghh KNIXNK a v KXé MKX. a MINX &4 XX ( 26).
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Tabla 1. Microorganismos usados en la estandarizacion de la PCR
de C. trachomatis y su relacion con el tracto genitourinario (TGU)

Grupo Microorganismo Relacién con TGU Origen
Chlamydia trachomatis serovar D Patdgeno ATCC VR885D
Treponema pallidum Patdgeno Cepa Nichols
Ureaplasma urealyticum Patogeno Aislado clinico
. Mycoplasma hominis Patdgeno Aislado clinico
Bacterias -
Streptococcus agalactiae Comensal o patogeno ATCC 12386
Escherichia coli Comensal o patégeno ATCC 25922
Staphylococcus aureus Comensal o patogeno ATCC 25923
Micrococcus (Kocuria) kristinae Comensal Aislado clinico
Hongos Candida albicans Comensal o patégeno Aislado clinico
) Herpes tipo 1 Patdgeno Aislado clinico
Virus
VIH-1 Patdgeno Aislado clinico
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Tabla 2. Mezcla de reaccidén de la PCR de C. trachomatis

. C tracion final -
Reactivos oncentracion fina Vol. / reaccién (pL)

(50 pL)

Agua DEPC

34,6

Green GoTaq® Flexi Buffer pH 8.5

(Promega) X 10
MgCL, 1,5 mM 3
dNTP mix 800 M 1
Primer CtP1 0,5 pM 0,15
Primer CtP2 0,5 pM 0,15
T GoTag® polimerasa (Promega) 1u 0,1
ADN >10-17 g 1

Tabla 3. Especificidad analitica de la PCR para C. trachomatis

Microorganismo PCR

C. trachomatis +

U. urealyticum -

M. hominis -

C. trachomatis + U. urealyticum +

C. trachomatis + M. hominis

U.urealyticum + M. hominis -

T. pallidum -

S.agalactiae -

E. coli -

S. aureus -

M. kristinae -

C. albicans -

Herpes tipo 1 -
VIH-1 -
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Tabla 4. Variabilidad intraensayo repetitibilidad de la PCR de C. trachomatis

Técnico Muestra Re:g::a]do Re:él::azdo Resultado PCR 3  Resultado final

1 + + + Positivo

2 - - - Negativo

] 3 - - - Negativo
Control + + + Positivo

4 - - - Negativo

5 5 - - - Negativo
6 + + + Positivo

Control + + + Positivo

7 + + + Positivo

8 + + + Positivo

’ 9 - - - Negativo
Control + + + Positivo

Tabla 5. Variabilidad inter ensayo (reproductibilidad) de la PCR de C. trachomatis

Operador Jomada e Resultado Resultado Resultado  Resultado
P PCR 1 PCR 2 PCR 3 final
10 - - - Negativo
11 + + + Positivo
Dia 1, manana -
12 - - - Negativo
Control + + + Positivo
1
10 - - - Negativo
11 + + + Positivo
Dia 2, tarde )
12 - - - Negativo
Control + + + Positivo
13 + + + Positivo
14 - - - Negativo
Dia 1, mafiana
15 + + + Positivo
Control + + + Positivo
2
13 + + + Positivo
14 - - - Negativo
Dia 2, tarde
15 + + + Positivo
Control + + + Positivo
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16 - - - Negativo
17 - - - Negativo
Dia 1, tarde
18 - - - Negativo
Control + + + Positivo
3
16 - - - Negativo
17 - - - Negativo
Dia 2, mafana
18 - - - Negativo
Control + + + Positivo

3541 aaaattagta aattMtiXei tattaaaaaa gtatggtaaa tta
3601 thaaagtiN tatiXaliXtt gaaaatiaga agtttggaag aagaltget Maatktatta
3661 agatatktil Maaattgeit Kaaaatggga tggtagaagt tataggtXtt gattttittt
3721 KatktKatta MXatgKatta gagiitatll¥ aaagattakt galg
3781 ggaakalhaa ....
Figura 1. Regiones de reconocimiento de los cebadores CtP1y CtP2 en el plasmido de C. trachomatis

(GenBank: CP007132.1). En gris se muestran las secuencias flaqueadas por los cebadores C1tP1:Timina
3584-Adenina 3604 (T3584-A3604) y CtP2: Guanina 3765-Adenina 3784 (G3765-A3784).

1L5mM  2.0mM 2.5mM 1.5mM  2.0mM 2.5mM

Figura 2. Estandarizacion de la temperatura de alineamiento de los cebadores CtP1 y CtP2y de la
concentracion de MgCl2. Volimenes iguales (10 pL/ pozo) de los productos de amplificacion se
colocaron en cada pozo y se realizo la electroforesis en gel de agarosa a 7 V/cm durante 1 hora. Se
observd la amplificacion del gen de interés a 55 y 56 °C y a las concentraciones de 1.5 a 2.5 mM de
MgCl2. MPM: Marcador de peso molecular 100 pb, 1.5 mM, 2.0 mM, 2,5 mM: Con flechas rojas se
muestran las bandas de 100 y 200 pares de bases, esta tltima, cercana al tamafo del amplicon espe-
rado (201 pb). En la parte superior se muestra el gradiente de concentraciones de MgCl, evaluado.
MPM: Marcador de peso molecular, BR: Blanco de reactivo.
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-Log [ADN] 13

Plasmidos | 1p¢ [ 102 102 10 1
CE |[1000] 100 10 1 <1

Figura 3. Limite de detecciéon de la PCR de Chlamydia trachomatis. Diluciones logaritmicas del ADN

ATCC VR885D fueron usadas para PCR. Los niimeros en la parte superior corresponden al logaritmo

negativo de la concentracion del ADN. En la parte inferior se correlaciona la concentracion de ADN

con el niumero de plasmidos y de cuerpos elementales (C.E). El limite de deteccion de la prueba co-

rrespondid a 10-17 g de ADN, equivalentes a un plasmido y menos de un C.E de C. trachomatis. esta
indicado sobre la foto del gel con un circulo rojo.
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Limite de deteccién: 10'7g ADN = 1 plésmido

Figura 4. Potencial diagndstico de la PCR en el diagndstico de infecciones sintomaticas y asintomati-

cas por Chlamydia trachomatis. La carga bacteriana, definida como el nimero de cuerpos elementales

(C.E/100 pL), fue determinada por Michel ef al. en diferentes muestras de hombres y mujeres sinto-

maticos (21). Las cuatro barras horizontales representan la magnitud relativa de la carga bacteriana

para cada muestra clinica. A la derecha de cada barra (en rojo), se encuentra la carga promedio

determinada en (21). La zona central e izquierda de las barras (en gris), representarian la region de
umbral en donde posiblemente se encuentran los individuos con infeccién asintomatica. El limite

de deteccion determinado para la PCR de nuestro estudio (10?7 g ADN = 1 plasmido =<1 C.E) esta
representado por la linea punteada vertical que corta el eje x, y definiria la PCR como positiva o

negativa.
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