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RESUMEN

Introduccion: Chlamydia trachomatis es el principal agente bacteriano que
produce infecciones de transmision sexual.

Objetivo: detectar la presencia de C. trachomatis utilizando una prueba de
diagndstico rapido y compararla con la reaccién en cadena de la polimerasa (RCP).
Métodos: se procesaron 50 muestras de exudado endocervical, de mujeres
sintométicas del municipio 10 de Octubre. A las muestras se les aplicé la prueba
Chlamy-check-1, un ensayo de RCP del gen del plasmido criptico y una RCP en
tiempo real (RCP-TR) de la proteina mayor de la membrana externa (MOMP) de C.
trachomatis, que fue utilizada como referencia. Se calculd, sensibilidad,
especificidad, valor predictivo positivo (VPP) y negativo (VPN).

Resultados: de las muestras estudiadas, 44 resultaron positivas por la prueba
rapida, mientras que por la RCP del plasmido criptico solo 3 muestras (6 %o)
amplificaron. Al aplicar la RCP-TR, 4 muestras (8 %) se confirmaron como
positivas, coincidiendo 3 por los tres métodos de diagndéstico. Al evaluar la prueba
Chlamy-check-1 frente a la prueba de referencia se observé una sensibilidad de
100 %, mientras que la especificidad fue de 13 %, asi como un VPP de 9,1 % vy
VPN de 100 %. Por el contrario, la RCP del pldsmido criptico mostré una
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sensibilidad y especificidad de 75 y 100 %, respectivamente; un VPP de 100 % y
VPN de 97,9 %.

Conclusiones: se obtuvo diferencia entre los porcentajes de positividad detectados
con la prueba rapida, y las técnicas de RCP. La baja especificidad de la prueba
rapida indica la necesidad de realizar estudios de evaluacién de este estuche
diagndstico.

Palabras clave: Chlamydia trachomatis, Chlamy-check-1, reaccién en cadena de
la polimerasa, plasmido criptico, proteina mayor de la membrana externa (MOMP).

ABSTRACT

Introduction: Chlamydia trachomatis is the leading bacterial agent that causes
sexually transmitted infections.

Objective: to detect the presence of C. trachomatis using a rapid test and compare
it with the chain reaction (PCR).

Methods: 50 endocervical exudates taken from symptomatic women were
processed in Diez de October municipality. The samples were applied the Chlamy-
check-1 test, a PCR assay of the cryptic plasmid gene and a real-time PCR (RT-
PCR) of major outer membrane protein (MOMP) of C. trachomatis which was used
as reference. Sensitivity, specificity, positive (PPV) and negative (NPV) predictive
value were calculated.

Results: 44 samples were positive by the rapid test, whereas only three samples
(6%) amplified by cryptic plasmid PCR. Applying RT-PCR, 4 samples (8%) were
confirmed as positive, 3 samples matched with three diagnostic methods. In
assessing the Chlamy-check-1 versus the reference test, 100% of sensitivity was
observed, while the specificity was 13%> Also PPV was 9.1% and NPV was 100%.
On the contrary, the cryptic plasmid PCR had 75 and 100% of sensitivity and
specificity respectively, 100% PPV and 97.9% NPV.

Conclusions: the difference was obtained between the percentages of positivity
detected with both the rapid test, and CPR techniques. The low specificity of the
rapid test indicates the need for further studies to evaluate this diagnostic kit.

Keywords: Chlamydia trachomatis, Chlamydia check-1, chain reaction polymerase,
cryptic plasmid, major outer membrane protein (MOMP).

INTRODUCCION

La infeccion por Chlamydia trachomatis se considera la mas comun de las
infecciones de transmisién sexual (ITS) de origen bacteriano. La frecuencia de la
infeccion varia entre 2 y 25 %, en dependencia de la poblaciéon investigada y las
técnicas de deteccion utilizadas.*

En la mujer, esta infeccidn ocasiona uretritis e infeccion cervical. No obstante, entre
70 y 90 % de los casos tiene un curso asintomatico,? por lo que el diagndstico
tardio favorece el desarrollo de la enfermedad inflamatoria pélvica (EIP) y
desencadena complicaciones como el embarazo ectdpico, el dolor pélvico crénico y
la infertilidad. De ahi, la importancia de un diagnéstico preciso y rapido para evitar
la transmision de la infeccién y la aparicion de posibles secuelas.*
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Las técnicas de amplificacion de acidos nucleicos (NAAT, del inglés Nucleic Acid
Amplification Tests) logran este propdsito y constituyen el patrén de referencia para
el diagndstico de C. trachomatis a partir de muestras uretrales, del cérvix y la
orina, en virtud de su elevada sensibilidad y especificidad; entre ellas cobra mayor
importancia la reaccién en cadena de la polimerasa (RCP).*® Sin embargo, el
elevado costo de estas técnicas dificultan su implementacidon para un uso masivo en
los paises con escasos recursos, y conduce al empleo de técnicas de detecciéon de
antigenos, que a pesar de su baja sensibilidad en comparacién con las pruebas
moleculares, agilizan el diagndstico,” en particular las pruebas de diagnéstico
rapido, disefiadas para utilizar en las consultas médicas como un apoyo al
diagndstico clinico, pues brindan un resultado en alrededor de 20 a 30 min, a
través de la interpretacién cualitativa del mismo.>®

En Cuba existen limitados reportes de estudios sobre la frecuencia de infeccion
genital por C. trachomatis. Los primeros trabajos publicados refieren el empleo de
técnicas de RCP para estudiar mujeres con antecedentes de infertilidad,® asi como
seropositivas al VIH.*® En estos momentos, el pais cuenta con una técnica de
diagndstico rapido, Chlamy-check-1 (Vedalab, Francia), que se distribuye y aplica
en diferentes centros de salud. Sin embargo, se conoce que estos métodos rapidos
pueden generar resultados falsos positivos, por lo que deben complementarse con
métodos moleculares de referencia.*** El presente estudio se realiz6 con el
objetivo de detectar la presencia de C. trachomatis en muestras de exudado
endocervical, utilizando esta prueba rapida, asi como comparar esta técnica con
técnicas de RCP.

METODOS
Seleccién de las muestras clinicas

Se procesaron 50 muestras de exudado endocervical, de mujeres en edad
reproductiva (15 a 49 afios) con dolor abdominal bajo, del municipio 10 de Octubre,
en el periodo comprendido entre los meses de abril y septiembre de 2010.

Se utilizaron 2 hisopos plasticos estériles para la toma de la muestra en el canal
endocervical. El primer hisopo se utilizé para la deteccion de C. trachomatis,
mediante la prueba de diagndstico rapido Chlamy-check-1 (Vedalab, Francia).
Mientras que, el segundo se suspendié en el medio de transporte (UTM-RT, del
inglés Universal Transport Medium-Room Temperature) (Copan Diagnostics Inc) y
se conservo a -70 ©C en el laboratorio de ITS del Instituto de Medicina Tropical
"Pedro Kouri" (IPK), hasta la realizacion de los ensayos de RCP.

Prueba de diagndstico rapido Chlamy-check-1

Una vez obtenidas las muestras clinicas, se les aplico el test de diagnéstico rapido
Chlamy-check-1 para la deteccion de C. trachomatis, siguiendo las indicaciones
recomendadas por el fabricante (Vedalab, Francia). Esta prueba constituye un
ensayo inmunocromatografico que identifica el antigeno de lipopolisacarido (LPS)
especifico del género Chlamydia, presente en las muestras de exudados
endocervicales y uretrales, en aproximadamente 20 min, utilizando una
combinacién unica de conjugado anticuerpo monoclonal-colorante y anticuerpo en
fase soélida.
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TECNICAS DE RCP PARA EL DIAGNOSTICO DE C. TRACHOMATIS
Extraccion de ADN de las muestras clinicas

Se realiz6 la extraccion de ADN de las 50 muestras clinicas mediante el estuche
comercial QlAamp DNA Mini Kit (Qiagen, Alemania), a partir de un volumen de
200 pL del medio de transporte UTM-RT, previa centrifugacion a 14 000 x g, a 4 °C
durante 1 h, luego se suspendi6 el pellet y se procedid a la extraccién del ADN,
siguiendo las indicaciones del fabricante. El ADN obtenido se almacend a -20 °C
hasta la realizacion de las RCP.

RCP en tiempo real (TR) del gen de la b globina humana

Como control interno de la extracciéon de ADN de las muestras clinicas se realizé
una RCP-TR (metodologia TagMan), empleando un juego de cebadores
complementarios a un fragmento del gen que codifica para la proteina B globina
humana, segun el protocolo descrito por Schmitz y otros.'* Este protocolo de RCP
se manej6 desde el punto de vista cualitativo, considerando que la muestra era
positiva (ausencia de inhibicién) si se observaba la aparicién de una curva de
fluorescencia con un punto de corte (Cp) inferior al ciclo 40. El proceso se llevo a
cabo en un equipo LightCycler 1.5 (Roche Diagnostics, Alemania).

RCP del gen del plasmido criptico de C. trachomatis

Se emple6 una RCP cualitativa, complementaria a una regiéon del plasmido criptico
presente en C. trachomatis, que amplifica un fragmento de 517 pares de base (pb). La
reaccion de amplificacion se realizé en un volumen total de 50 pL, con una mezcla
constituida por: 5 puL de tampoén de la enzima (Tris-HCL 10 mM pH=9), 8 pL de MgCl,
(25 mM), 0,8 pL dNTPs (25 mM), 1 pL (10 pmoles) de cada cebador, 0,5 pL de enzima
Taq ADN polimerasa (5U/pL) (Roche, Alemania) y agua libre de ARNasas y ADNasas
para completar el volumen final. La amplificacion se realizé en un termociclador (VWR,
Doppio, Bélgica), siguiendo los ciclos previamente publicados.'® Como sustrato de la
reaccion se empled 5 pL de ADN correspondiente a cada muestra clinica. Se incluy6
ademas, un control negativo que contenia agua libre de ARNasas y ADNasas.

Una vez obtenido el producto de la RCP se observé en un gel de agarosa al 2 %.
Las bandas de ADN amplificadas se visualizaron mediante un transiluminador de luz
ultravioleta (Uvitec, Francia) y se definieron sus tamanos, empleando un marcador
de peso molecular (MPM) de 100 pb (ADN Ladder, Promega, EUA).

RCP-TR cuantitativa del gen de la MOMP de C. trachomatis

Se utilizé como prueba confirmatoria, una RCP-TR comercial que amplifica, detecta
y cuantifica un fragmento de 136 pb del gen que codifica para la MOMP (del inglés
Major Outer Membrane Protein) de C. trachomatis, empleando el estuche comercial
LightMix Kit Chlamydia trachomatis (TIB MOLBIOL, Alemania), que contiene una
mezcla de cebadores y probe de hibridaciéon (Light Mix), un control interno (IC Mix)
y un estandar de C. trachomatis constituido por un fragmento de ADN del gen que
codifica para la MOMP, clonado y purificado, con una concentracién en el rango de
10° copias/pL-10 copias/pL. Este ensayo tiene un limite de deteccién de 10
copias/pL de C. trachomatis.

La mezcla de reaccion se realizé en un volumen de 20 pyL, compuestos por: 2 UL de
Master Mix (FastStar DNA Master HybProbe, Roche, Alemania), 2,4 pyL de MgCl,
(25 mM), 2 pL de Light Mix, 2 pL de IC Mix, 6,6 uL de agua y 5 puL de ADN extraido
de cada muestra clinica, siguiendo las indicaciones de la casa comercial TIB
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MOLBIOL. La amplificacion se realizé en un equipo LightCycler 1.5 (Roche
Diagnostics, Alemania), siguiendo los parametros de ciclaje recomendados por la
casa comercial. El andlisis y la cuantificacion de las muestras se realizaron de
manera automatica, empleando el método de la derivacidon secundaria maxima,
version 3.3 del programa del LightCycler 1.5.

Analisis estadistico

Se calculé sensibilidad, especificidad, valor predictivo positivo (VPP) y valor
predictivo negativo (VPN) de la prueba rapida (Chlamy-check-1) y de la RCP de
plasmido criptico, para ello se utilizé el programa estadistico Epidat version 4.0
para Windows. También se realizo célculo de frecuencia expresada en porcentaje
para la presentacion de los resultados.

RESULTADOS

Se obtuvieron 44 (88 %) muestras positivas y 6 (12 %) negativas a C. trachomatis
mediante la prueba rapida Chlamy-check-1, fueron validos todos los resultados.

Al determinar la calidad del ADN extraido de las muestras clinicas, se comprobd que
todos los ADN generaron curvas de amplificacion (indicador de la producciéon de
amplicones), con Cp entre los ciclos 22-28, lo que indicé que no existia ninguna
muestra inhibida y que tenian cantidades suficientes de ADN por lo que eran utiles
para aplicar los ensayos de RCP (Fig. 1).

Al aplicar el ensayo de RCP del plasmido criptico a los 50 ADN extraidos, solo 3
muestras amplificaron (nimeros 13, 33 y 44, 6 %) (Fig. 2).

De igual manera, mediante la RCP-TR de MOMP (Fig. 1), se confirmaron 4 muestras
positivas (nUmeros 13, 33, 44 y 34, 8 %), mostrando niveles variables de carga
bacteriana: muestra 13: 1,4 x 10? copias/pL, muestra 33: 8,4 x 107 copias/pL,
muestra 44: 8,5 x 10° copias/pL y muestra 34: 8,5 x 107 copias/pL, coincidiendo 3
de estas muestras como positivas por las 3 técnicas diagnodsticas utilizadas.

Al evaluar el comportamiento de la prueba Chlamy-check-1 frente a la RCP-TR de
MOMP (usada como prueba de referencia) se observaron valores de sensibilidad de
100 %, mientras que la especificidad fue de solo de 13 %, asi como un VPP de 9,1
% y VPN de 100 %. Por el contrario, la RCP del plasmido criptico mostré valores de
sensibilidad y especificidad de 75 y 100 %, respectivamente; asi como un VPP de
100 % y VPN de 97,9 %.
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Fig. 1. Resultado de los dos metodos de RCP en tiempo real (TR} utilizados, &) RCP-TR
de la P globina humana aplicada a las muestras clinicas (1-18), Los ADM extraidos de
las muestras clinicas mostraron curvas de amplificacion con puntos de corte {(Cp) entre
los ciclos 22-28, B) RCP-TR de la MOMP de < trachomatis aplicada a alqunas muestras
clinicas, Los ADM estraidos de las muestras clinicas positivas mostraron curvas de am-
plificacion con Cp entre los ciclos 24-32,

| 517pb

Fig. 2. Gel de agarosa al 2 % donde s muestra las bandas de
amplificacion obtenidas al emplear el ensayo de RCP simple del
plasmido criptico de <. #rachomatis. Carnles 1-7, 9-11 y 14,

muestras clinicas negativas. Carriles 8, 12 v 13, muestras clini-
cas positivas (13, 33 v 44, respectivamente). Carril 15, Contral
positiva, Carril 16, MPM de 100 pb (ADN Ladder, Promega, ELIA ),
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DISCUSION

La infeccion genital por C. trachomatis constituye un importante problema de salud
publica mundial.® En Cuba se desconoce su frecuencia pues debido a las
caracteristicas del microorganismo (intracelular obligado), resulta dificil y costoso
contar con métodos de elevada sensibilidad y especificidad. Por esta razén, existe
una escasa cobertura diagnéstica en el pais y se cuenta con pocos estudios en
mujeres con mayor riesgo.%%°

Sin embargo, en los dltimos afios Cuba ha adquirido pruebas rapidas que, si bien
constituyen una alternativa diagndstica para el tamizaje de la infeccién, requieren
de su complementacion con pruebas de referencia.**™*3

En correspondencia con estos antecedentes, se decidi6 realizar el presente estudio
donde se incluyeron mujeres con sintomas asociados a la infeccién por C.
trachomatis. Al aplicar la prueba rapida Chlamy-check-1 en 50 muestras de
exudado endocervical, el porcentaje de positividad obtenido fue superior al
reportado por Ortiz y otros (45,2 %), en el afio 2010, al emplear el mismo estuche
diagndstico en muestras similares de mujeres infértiles y abortadoras habituales
atendidas en el Hospital Ginecobstétrico "Ramén Gonzalez Coro".*” Sin embargo, en
paises como el Libano, al aplicar el mismo test diagnoéstico a 557 muestras de
mujeres de una comunidad rural, no detectaron casos positivos,*® resultado que
difiere con la presente investigacion y que pudiera estar justificado por las normas
sociales que rigen dicho territorio, pues segun expresan los autores, es una
comunidad religiosa, donde las relaciones sexuales prematrimoniales y
extramatrimoniales resultan en sanciones sociales y persecucion. Del mismo modo,
un estudio en Alemania sefala, en mujeres con inflamacién pélvica aguda y croénica,
porcentajes de positividad de 7,8 y 10,6 %, respectivamente.® En estos trabajos, a
pesar de que se evalian un mayor niumero de muestras, se detectan porcentajes
de positividad inferiores al que se identifica en el presente estudio.

La diferencia reportada entre la presente investigacion y los reportes anteriores
pudiera estar relacionada con la presencia de otros microorganismos, que podrian
ocasionar resultados falsos positivos debido a que la mayoria de las pruebas de
diagndstico rapido disefiadas para la deteccidon de C. trachomatis tienen un principio
similar al de los ELISA (del inglés Enzyme-Linked Inmunoabsorbent Assay), pues
utilizan anticuerpos dirigidos contra el LPS del género Chlamydia, los que son
similares a los de otras bacterias gramnegativas.®?° Vale la pena sefalar que, a
pesar de haber realizado una minuciosa bUsqueda de citas bibliogréaficas sobre la
aplicacion de este ensayo (Chlamy-check-1), esta discusién incluy6 los Unicos

3 trabajos recogidos en la literatura médica consultada.

Como las NAAT constituyen el método de referencia para el diagnéstico de C.
trachomatis, en esta investigacion se utilizaron 2 de estas técnicas, una RCP de
plasmido criptico y una RCP-TR comercial que fue utilizada como prueba de
referencia. Con ambas pruebas moleculares se obtuvieron resultados equivalentes y
similares a los reportados en estudios previos realizados en Cuba y en el mundo.
Kouri y otros, en el afio 2002, al estudiar por una RCP de MOMP, 60 mujeres
seropositivas al VIH y 60 seronegativas, obtienen una positividad de 10 y 6,6 %,
respectivamente.® Asi como Frontela y otros (15,3 %), al evaluar 59 mujeres que
tenian antecedentes de infertilidad mediante una técnica de RCP de plasmido
criptico.'® Posteriormente, estos mismos autores reportan en 224 mujeres, en edad
reproductiva, 6,9 % de positividad.?* Por otro lado, en la India, varios autores
refieren porcentajes de positividad similares: Sood y otros, utilizando una RCP de
plasmido criptico (9,3 %), asi como Dwibedi y otros, y Pramanik y otros,
empleando una RCP de MOMP (7 y 12,3 %), respectivamente.?>2* A su vez, la
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aplicacion previa de un sistema de control interno del material genético permitio
determinar la integridad de las muestras clinicas procesadas y por tanto brindé una
mayor confiabilidad de los resultados, como fue referido previamente.*

AUn mas, la baja especificidad observada con la prueba rapida (13 %), al
compararla con la prueba de referencia, reafirma lo planteado anteriormente en
relacién con que el ensayo Chlamy-check-1 esta disefiado para la deteccién del LPS
de la pared bacteriana de C. trachomatis, lo que constituye una de sus principales
desventajas, pues podria estar sujeto a reacciones cruzadas con los LPS presentes
en otros microorganismos, fundamentalmente en las bacterias gramnegativas e
incluso, en otras especies dentro del propio género [8, 20]. La ocurrencia de
resultados falsos positivos en el diagnéstico de esta infecciéon, como en toda ITS,
causa incertidumbre y discrepancia entre los miembros de la pareja, asi como, se
hace un uso indiscriminado de los antibidticos y se contribuye al desarrollo de la
resistencia antimicrobiana con una implicacién econdmica por gastos innecesarios
en medicamentos.

Resulta de gran importancia contar con métodos diagndsticos que proporcionen
resultados confiables, y que a su vez fortalezcan el diagnéstico microbioldgico de la
infeccidén genital por C. trachomatis en Cuba, ya que esta infeccidén se asocia a
complicaciones que afectan la salud reproductiva de la mujer. En el presente
estudio se observaron diferencias entre los porcentajes de positividad detectados
con la prueba répida, y las técnicas de deteccidon de &cidos nucleicos. Teniendo en
consideracion la baja especificidad detectada con la prueba rapida (Chlamy-check-
1), al compararla con la prueba de referencia utilizada, sumado al hecho de que
existen pocas investigaciones a nivel mundial que emplean esta técnica,
recomendamos que se realicen en el pais estudios que evalten la validez de esta
prueba para el diagnéstico de C. trachomatis, utilizando un mayor nimero de
muestras, ya que esta es la principal limitacion de la presente investigacion.
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