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RESUMEN

Se procesaron 59 muestras de exudado endocervical, de mujeres que asistieron a
2 clinicas de infertilidad y a consulta de regulacion menstrual de Ciudad de La Habana,
para evaluar el desempefio de un método de deteccién de Chlamydia trachomatis,
basado en la reaccion en cadena de la polimerasa (PCR) con cebadores KL1y KL2,
especificos para el plasmido. Las muestras se ensayaron por PCR-plasmido, por
cultivo de células y por otro método de PCR basado en la amplificacion de una region
de la proteina principal de la membrana externa (MOMP) de la Chlamydia, este se
utilizé como ensayo confirmatorio. Se comprob6 que en 43 muestras los resultados
coincidian entre el cultivo y el PCR-plasmido: 4 positivas y 39 negativas. Las 16
restantes brindaron resultados discordantes. Se les redlizé un estudio de inhibicion a las
8 muestras cultivo positivas/PCR-plasmido negativas y se comprobd que 2 de ellas
presentaban inhibidores, cuya accién fue revertida a adicionar BSA a la mezcla de
reaccion. De las 8 discordantes, cultivo negativo/PCR-plasmido positivas, 5 se
confirmaron como positivas después del procesamiento por PCR-MOMP. Tomando
como criterio de verdadero positivo la coincidencia de a menos 2 de los 3 métodos
ensayados, se obtuvo sensibilidad del 100 % y especificidad del 94% para el PCR-
plésmido en comparacion con el 54 'y 87 %, respectivamente para € cultivo. El PCR-
plasmido presenté un valor predictivo positivo de 79 % y negativo de 100 %, mientras
gue para el cultivo fue de 50 y 89%, respectivamente. Se demostré que el PCR-
plasmido, en nuestras condiciones de laboratorio, brinda resultados confiables en el
diagnéstico de la Chlamydia en muestras de exudado endocervical.
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Segun los datos de la Organizacion
Mundia delaSalud, anua mente sedetectan
89 000 000 de nuevas infecciones por
Chlamydia trachomatisen el mundo.* Esta
infeccion provocauretritisy cervicitis, y las
secuelasincluyen enfermedad inflamatoria
pélvica, embarazo ectdpico, infertilidad por
dafio tubérico, epididimitis, proctitisy
artritis reactiva.? Se considera princi-
palmente un problemade salud en lamuijer,
en ellalas manifestacionesy consecuencias
son més dafinas para la salud repro-
ductiva® Los individuos infectados con
Chlamydia trachomatis pueden portar el
microorganismo por meses 0 afnos y
transmitir la enfermedad a sus parejas
sexuales. Su diagnéstico sigue siendo un
reto, ya que quienes la padecen presentan
sintomas muy leves o son portadores
asintométicos.*

Tradicionalmente, €l cultivo celular se
ha considerado el método de eleccién para
el diagndstico de Chlamydia trachomatis,
sin embargo, |osrequerimientos especiales
para el manegjo de las muestras, e tiempo
consumido parallegar a resultadoy subaja
sensibilidad propiciaron laintroduccién de
los métodos seroldgicos. Aunque estos
ultimos no superan la sensibilidad del
cultivo, constituyen una opcién mas
asequible parael diagnostico. Actua mente,
con la introduccion de las técnicas de
amplificacion del ADN se cuenta con un
ensayo relativamente simple y  de mayor
sensibilidad que el método tradicional .’ Las
pruebas que utilizan lareaccion en cadena
delapolimerasa (PCR) no estén exentas de
desventgjas, por gemplo, su tendencia a
brindar resultados falsos positivos por
contaminacion cruzaday su alto costo; sin
embargo, el uso de estos ensayos
disminuye los gastos asociados al
tratamiento de las secuelas producidas por
Chlamydia trachomatis y al empleo de
tecnologias médicas altamente costosas,
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como la fertilizacion in vitro y la cirugia
ginecol 6gicade minimo acceso.®

En Cuba se han realizado escasos y
limitados estudios de prevaencia de esta
infeccion y el diagndstico no esta
disponible en nuestros servicios de salud.
Este trabajo de colaboracién entre el
Hospital Clinicoquirdrgico “Hermanos
Ameijeiras’, el Instituto de Medicina
Tropical “Pedro Kouri” y el Instituto
Nacional de Endocrinologia tuvo como
objetivo evaluar €l desempefio, en nuestras
condiciones de laboratorio, de un método
de deteccién de Chlamydia trachomatis
por PCR en muestras de exudado
endocervical, y deestaformacrear lasbases
para la realizacion de futuros trabajos
asistenciales e investigativos en la
poblacién cubana.

METODOS
SELECCION DE LA MUESTRA

Estudiamos 59 muijeres (rango de edad:
15 a 42 afios), 38 de la Consulta de
Regulacion Menstrual del Hospital “ Ramén
Gonzalez Coro” y 21 de las consultas de
Infertilidad del Hospital “Hermanos
Ameijeiras’ y del Instituto Nacional de
Endocrinologia. Utilizamos un hisopo
pléstico estéril parael exudado endocervical
y lo colocamos en 2 mL de medio de
transporte sacarosa fosfato (2SP).
Almacenamoslasmuestrasa-70°Cy ené€l
momento de procesarlaslas descongelamos
y las dividimos en 2 alicuotas de igual
volumen paracultivoy PCR.

CULTIVO DECHLAMYDIA TRACHOMATIS

Utilizamos células M cCoy tratadascon
cicloheximidina en placas de 24 pozos, y



detectamoslasinclusiones mediante el uso
de un anticuerpo monoclonal antiproteina
principal de la membrana externa de la
Chlamydia conjugado con fluoresceina
(Imagen TM Chlamydia, DAKO), segln
se describi6 previamente.”

PROCESAMIENTO DE LA MUESTRA
PARA PCR

Centrifugamos una alicuota de 1mL
de exudado endocervica en medio 2SP
a 10 000 rpm durante 10 min.
Resuspendimos el precipitadoen 50 mL de
tampdn de lisis celular (TrissHCl 10 mM,
Triton X-100 1 %, proteinasaK 0.2mg/mL )
y lo incubamos por 1 h a56 °Cy toda la
noche atemperaturaambiente. | nactivamos
la proteinasa K calentando a ebullicién
durante 10 min. Conservamos las muestras
a—20 °C hastalarealizacion del ensayo de
PCR.

PCR-PLASMIDO®

Utilizamos los cebadores KL1y KL2
paraamplificar un fragmento de 24 pb del
plésmido criptico dela Chlamydia (KL1: 5
TCCGGA GCGAGTTACGAAGAZ y
KL2:5 AAT CAATGCCCGGGA TTGGT
3'). Redlizamos la PCR en un volumen de
reaccion de 25 mL y la mezcla contenia
MgCl21,5mM, TrissHCl 20mM (pH 9), KCl
50 mM, Tritén X-100 al 1 %, desoxi-
nucledtidostrifosfatos 200 mM, cebadores
1mM, Taq DNA polimerasal U (Promega).
Utilizamos 2,5 mL de muestra de exudado
endocervical procesada como se describio
previamente.

El programade amplificacidn consistio
en unadesnaturalizacion a94 °C por 5min,
seguido de 35 ciclosde amplificacion. Cada
cicloincluyé un paso dedesnaturalizacién
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a 94 °C por 1 min, un paso de unién alos
cebadoresa 55 °C por 1 miny un paso de
elongacion a 72 °C por 2 min. El paso de
elongacion final fuede5 min.

NESTED-PCR-MOMP?®

El término Nested-PCR, cuya
traduccién del inglés es PCR-anidado, se
utilizaparadesignar un ensayo de PCR que
se redliza en 2 etapas. En la primera se
amplifica un fragmento grande del gen
seleccionado con un juego de cebadores
especificos, y en la segunda, uno mas
pequefio, apartir del producto amplificado
obtenido en € primer paso, con un juego
de cebadores diferentes.

En la primera etapa utilizamos los
cebadores FLS y FLA para amplificar un
fragmento de 1 200 pb del gen que codifica
parala proteina principal de la membrana
externa(MOMP) (FLS: 5 CTCTTG AAA
TCGGTATTAGTATTTGCCGCT 3 y
FLA:5 TTA GAA GCGGAATTGTGC
ATT TAC GTG AGC 3' ). En la segunda
etapa, utilizamos los cebadores Nest 2 'y
Nest 4 para amplificar un fragmento de
345 pb a partir de 1 mL del producto
amplificado obtenido en la primera etapa
(Nest2: 5 CAT GAGTGG CAA GCA AGT
TTA 3y Nest4:5 GCT CTCTCA TCG
ATCAAGCG3). RedlizamoslaPCRenun
volumen de reaccién de 50 mL y lamezcla
conteniaMgCl 1,5mM, TrissHCI 10mM (pH
9), KCI 50 mM, Triton X-100 al 1 %,
desoxinucledtidos trifosfatos 200 mM,
cebadores 0,5 mM, Tag DNA polimerasa
1 U (Promega). Utilizamos5 mL de muestra
de exudado endocervical procesada como
se describi6 previamente.

La primera etapa de amplificacion
consistio en una desnaturalizacion a94 °C
por 5 min, seguida de 30 ciclos de
amplificacion. Cadacicloincluy6é un paso



dedesnaturalizacion a 94 °C por 1 min, un
paso de union alos cebadores a60 °C por
1 miny un paso de elongacion a 72 °C
por 2 min. El paso de elongacién final
fue de 7 min. En la segunda etapa de
amplificacion utilizamos unatemperaturade
union alos cebadores de 46 °C.
Paralelamente a las muestras, ensa-
yamos controles negativos y positivos
(DNA del serovar L2) en ambos métodos
de PCR. Finalmente, analizamos 10 mL del
producto amplificado mediante una
electroforesis en gel de agarosa 1,5 % y
tincién con bromuro deetidio 0,2 mg/mL.

ESTUDIO DE INHIBICION™®

Despuésdereanalizar lasmuestrascon
un resultado positivo por cultivoy negativo
por PCR -pldsmido, realizamos un estudio
paraverificar lapresenciadeinhibidoresde
la DNA polimerasa. A las muestras no
diluidas se les afiadié 30 UFI de una cepa
del serovar L2 de la Chlamydia y se les
realiz6 PCR-plasmido. Diluimos desde ¥2
hasta };, aquellas muestras que presentaron
inhibicion para comprobar si la accion de
losinhibidores desapareciaal disminuir su
concentracién. Adicionalmente, se anali-
zaron las muestras por PCR-pldsmido en
presenciade BSA (167ig/mL).

ANALISIS DE RESULTADOS
DISCORDANTES

A las muestras con un resultado
negativo por cultivo y positivo con PCR -
plasmido selesrealizo otro PCR basado en
laamplificacion de unaregién del gen que
codificaparaM OMP Un resultado positivo
por PCR-MOMP demostro que la muestra
conteniaDNA que codificabaparaM OMP
ademés del DNA del plasmido criptico. El
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ensayo de PCR-MOMP se le realiz6 a
todas las muestras (n = 59), no solo a
las discordantes, y se utiliz6 como
criterio de verdadero positivo la
coincidencia de al menos 2 de los 3
métodos ensayados: cultivo, PCR-
plasmido o PCR-MOMP.

RESULTADOS

Lafiguramuestralos productos tipicos
gue se obtienen con los 2 métodos de
amplificacion utilizados, empleando DNA
del serovar L2 delaChlamydiaque seutiliza
como control positivo de los ensayos. De
las 59 muestras estudiadas, 43 presentaron
resultados coincidentes entre el cultivo y
el PCR-plasmido: 4 positivasy 39 negativas.
Las 16 restantes brindaron resultados
discordantes (tablal).

1200 pb

345 pb
241 pb

A

B C D E

FIG. Electroforesis en gel de agarosa 1,5 % de los productos
de ampilificacion tipicos que se obtienen por los 2 métodos
de amplificacién, utilizando DNA del serovar L2 de la
Chlamydia como control positivo A) Control negativo, B) PCR-
MOMP (primera etapa), C) PCR-MOMP (segunda etapa),
D) Marcador de peso molecular 100 pb, E) PCR-plasmido.



TABLA 1. Resultados del cultivo y PCR-plasmido para detectar
Chlamydia trachomatis en muestras de exudado
endocervical (n =5

Cultivo PCR-plasmido Total
Positivo Negativo

Positivo 4 8 12

Negativo 8 39 47

Total 12 47 59

Las 8 muestras positivas por cultivo,
pero negativas por PCR-plasmido se
analizaron para verificar la presencia de
inhibidoresdelaDNA polimerasa(tabla?2).
Primero selesafiadi6 unacantidad conocida
de cepa de Chlamydia trachomatis
(serovar L2), de manera que si estaban
presentes las sustancias inhibitorias no se
obtuviera producto amplificado. Con este
experimento demostramos la presencia de
inhibidores en las muestras 56 y 57, que
representan € 3,3 % (2/59) de la muestra
total. Realizamosvariasdilucionesde estas
muestras para disminuir la concentracién
de los inhibidores, pero no se obtuvo un
resultado positivo a ninguna de las
diluciones. Posteriormente, seafiadié BSA
alamezcla de reaccion y ambas muestras
se convirtieron en positivas.

Delas8 muestras negativas por cultivo,
pero positivas por PCR-plasmido: 5 se

TABLA 2. Estudiio de inhibicién

confirmaron como positivas al utilizar un
segundo ensayo de PCR con cebadores
dirigidosaamplificar unaregion del gende
MOMP, seexcluyé laposibilidad dequeel
resultado positivo delaPCR original fuera
por contaminacion cruzada (tabla 3). Estas
5 muestras las consideramos falsas
negativasdd cultivo, teniendo en cuentaque
es un método menos sensible, ya sea por
razones técnicas o por las condiciones
especialesquerequiereparalatransportacion
de las muestras. El resto de las muestras
(3/59) las consideramosfal sas positivas del
PCR-plasmido.

TABLA 3. Procesamiento de muestras discordantes cultivo
negativas | PCR-plasmido positivas

No. de Cultvo  PCR-plasmido ~ PCR-MOMP
muestra

32 - + -

36 - + +

37 - + -

41 - + +

42 - + +

45 - + +

59 - + +

61 - + -

NUmero de muestra Cultivo PCR-plasmido Estudios de inhibicion
Anadiendo cepal2 Diluciones (1/2-1/10) Anadiendo BSA
11 + - NolInh -
13 + - NoInh -
17 + - NolInh -
35 + - NoInh -
40 + - Nolnh -
51 + - Nolnh -
56 + - Inhibicién - +
57 + - Inhibicion - +
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TABLA 4. Sensibilidad, especificidad, valor predictivo positivo y valor predictivo negativo del cultivo, PCR-Plasmidoy PCR-

MOMP para detectar Chlamydia trachomatis en muestras de exudado endocervical

Método Sensibilidad Especificidad VPP VPN
(%) (%) (%) (%)
Cultivo 54 87 50 89
PCR-MOMP 64 100 100 92
PCR-plasmido 100 94 79 100

Criterio de verdadero positivo: Coincidencia de al menos 2 de los 3 métodos ensayados

Enlatabla4 semuestranlosvaloresde
sensibilidad, especificidad, predictivo
positivo y negativo del cultivo, el PCR-
plasmido y e PCR-MOMP obtenidos en
nuestro trabajo, teniendo en cuenta como
criterio de verdadero positivo la
coincidenciade a menos2 delos3 méodos
estudiados. El cultivo presenté una baja
sensibilidad (54 %) comparado con el PCR-
plédsmido (100 %).

DISCUSION

Una de las inquietudes de los
investigadores sobre el uso de las
tecnologias de amplificacion del DNA en
el diagnoéstico de las infecciones de
transmisién sexual, es la presencia de
inhibidores de la actividad de la DNA
polimerasa en las muestras de exudado y
en la orina. Aungue se sabe que el grupo
hemo inhibe la PCR, se desconoce la
naturaleza de todas las sustancias
inhibitorias presentes en estas muestras.
Algunos procedimientos se han utilizado
con &xito enlaeliminacién delosinhibidores
-como la dilucion, el calentamiento a
temperaturas mayores de 95 °C o la
congelaciona—70 °C.*** El bgjo porcentaje
deinhibicion (3,3 %) encontrado en nuestro
trabajo puede explicarse por el pro-
cesamiento delasmuestrasprevioalaPCR,
donde se incluyen 2 pasos que pueden
contribuir alaeliminacién delosinhibidores,
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como la congelacion a -70 °C y el
calentamiento aebullicion parainactivar la
proteinasa K. Algunos compuestos como
el dimetilsulfoxido, el glicerol y la
espermidina, entre otros, se han utilizado
para contrarrestar el efecto inhibitorio de
algunos componentes de las muestras
clinicas, ya que se ha demostrado que
pueden potenciar la reaccion de
amplificacion.**En estetrabajo, laadicion
de BSA acetilada ala mezcla de reaccion,
gue funciona como un estabilizador de la
enzima, revirtio € efectoinhibitorioen2de
las muestras, por lo que sugerimos
introducir esta modificacién en el ensayo
derutina.

Como sedemaostro experimentalmente,
el hecho de que 6 muestras positivas por
cultivo continuaran brindando un resultado
negativo por PCR no puede ser explicado
por lapresenciadeinhibidores. Pudiéramos
pensar que la negatividad por PCR-
plasmido se debié a una insuficiente
cantidad de DNA enlaalicuotadestinadaa
la PCR, suponiendo gque en estas muestras
estuviera presente s6lo un reducido
namero de bacterias y que la
homogeneizacion en estos casos fue
inadecuada. Otraposible explicacion deeste
resultado podria ser la presencia de
artefactos fluorescentes o uniones
inespecificas del anticuerpo monoclonal
gue pudieran confundir al observador y
brindar resultados falsos positivos por
cultivo.r°



Otra preocupacion acerca del uso de
la PCR en los laboratorios clinicos es la
posibilidad de brindar resultados falsos
positivos por |la contaminacion cruzada o
por la alta sensibilidad intrinseca del
ensayo. En este estudio, e PCR-plédsmido
brindé 3 resultadosfal sos positivos, apesar
de haber cumplido con las medidas
recomendadas para minimizar la conta-
minacion cruzada, como la separacion de
las &reas de preamplificacion y posam-
plificacion, y lautilizacion de un flujo de
trabajo unidireccional .*®

En el pasado, €l cultivo celular se
consideré como lareglade oro paraevaluar
el diagnostico de Chlamydia, sin embargo,
enlaactualidad esaceptado universalmente
que el cultivo no puede ser utilizado como
método de referencia, ya que aun en los
laboratorios méas experimentados su
sensibilidad esde 75 a 85 %.%

El andlisisderesultados discordantes,
gue utiliza un método alternativo para
identificar las muestras verdaderas
positivas, no detectadas por € cultivo, es
un intento por mejorar € desempefio del
método de referencia, sin embargo, si esas
muestras con resultados discordantes solo
seanalizan por el método confirmatorio, se
introduce un sesgo,'” ya que tedricamente
se puede favorecer el desempefio de la
prueba que se esta evaluando.'® Se ha
sugerido la utilizacion de varios ensayos
de referenciaimperfectos para definir una
mejor regla de oro en la evaluacion de un
nuevo ensayo.'®

En este estudio obtuvimos una baja
sensibilidad para el cultivo (54 %) en
comparacion con la del PCR-plasmido
(100 %). La sensibilidad de los test
comerciales, que se basan en la
amplificacion de unaregion del plésmido
criptico de la Chlamydia, es mayor del
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90 % y varia en dependencia del tipo de
ensayoy del tipo de muestra que se utiliza
parad andlisis.

Un estudio llevado acabo paraeva uar
e test AMPLICOR para la deteccién de
Chlamydia, queinvolucré a6 labora-torios
de los Estados Unidos, mostro una alta
variabilidad enlas sensibilidadesdel cultivo
(20%-93 %).* Estavariacion puede deberse
alasdiferenciasen lahabilidad paracol ectar
la muestra, en el transporte, en las
condiciones de almacenamiento y en la
destreza de los laboratorios. Afortuna-
damente, la sensibilidad del PCR present6
muy poca variacion, lo cual sugiere que
este método es menos dependiente de esos
factores, esto representa otra ventgja del
PCR sobre el cultivo celular.

Enresumen, e PCR-plésmido demostré
ser un método sensibley especifico parael
diagnostico de Chlamydia trachomatis en
nuestras condiciones de laboratorio. No
obstante, para lograr una mayor confia-
bilidad en los resultados, recomendamos
introducir un control interno del ensayo,
gue consiste en la amplificacién de una
region del gen delaR-globina, proteinaque
seexpresaen lascélulas epiteliaeshumanas
gue funcionan como hospederos de esta
bacteria. Aungue no constituye un objetivo
denuestrotrabajo, & 15 % delosindividuos
seleccionados para este estudio fueron
positivos a Chlamydia, y si tenemos en
cuenta solo lapoblacién menor de 24 afios,
los individuos infectados fueron el 23 %.
Estos datos deben ser analizados con
cautela porque el tamarfio de la muestra es
muy pequefio, pero nos indican la
necesidad de realizar estudios mas
abarcadores sobre la prevalencia de esta
infeccion, sus efectos sobre la salud
reproductiva, asi como losfactoresderiesgo
asociados aella.



SUMMARY

59 samples of endocervical exudate from women that were seen at infertility clinics
and at the consultation room of menstrual regulation, in Havana City, were processed
to evaluate the performance of a method to detect Chlamydia trachomatis, based
on polymerase chain reaction (PCR) with primers KL1 and KL2 specific for the
plasmid. The samples were assayed by PCR-plasmid, by cell culture and by another
method of PCR based on the amplification of a region of the main protein of the
external membrane (MOMP) of Chlamydia, which was used as a confirmatory trial.
It was observed that in 43 samples the results of the culture and of the PCR-plasmid
coincided: 4 positive and 39 negative. The other 16 had discordant results. An
inhibition study was conducted in the 8 culture negative/PCR-plasmid positive
samples and it was proved that 2 of them had inhibitors, whose action was reverted
on adding BSA to the reaction mixture. Of the 8 negative culture/positive PCR-
plasmid discordant samples, 5 were confirmed as positive after being processed by
PCR-MOMP. Taking the coincidence of at least 2 of the 3 assayed methads as a
positive true criterion, 100 % of sensitivity and 94 % of specificity were obtained
for PCR-plasmid compared with 54 % and 87 % for the culture, respectively. The
PCR-plasmid presented a positive predictive value of 79 % and a negative predictive
value of 100 %; whereas the culture had 50 % and 89 %, respectively. It was proved
that the results of the PCR-plasmid under our laboratory conditions are reliable in
the diagnosis of Chlamydia in samples of endocervical exudate.

Subjewct headings: CHLAMYDIA TRACHOMATIS, POLYMERASE CHAIN
REACTION/methods; PLASMIDS; LABORATORY TECHNIQUES AND
PROCEDURES; SEXUALLY TRANSMITTED DISEASES.
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