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Ligase chain reaction testing of
pooled urine specimens to diagnose
Chlamydia trachomatis infection

ABSTRACT

Objective. The purpose of this study was to assess the utili-
ty and validity of pooling urine samples for molecular diag-
nosis of Chlamydia trachomatis infection. Material and
methods. Of 1,220 urine samples collected from Mexican fe-
male and male adolescents, 305 pools were composed of four-
th individual samples each, based on a calculation of opti-
mal pool size. These were processed by ligase chain reaction
(LCR) for the detection of C. trachomatis. Positive and gray-
zone pools were reanalyzed individually. Cost savings were
calculated comparing actual costs of testing to the cost that
would have been incurred testing all 1,220 samples indivi-
dually. Results. Pools results were: 56 positive, 19 gray-zo-
nes and 230 negative. Following individual retesting of po-
sitive and gray-zone pools, 59 cases of C. trachomatis
infection were identified (4.8% prevalence). Thus, a total of
601 LCR tests were performed, for a 50.4% savings conside-
ring only the direct cost of the test. Conclusions. Our expe-
rience shows that sample pooling is both a reliable and con-
venient tool for CT surveillance in our setting. It should be
considered in other similar settings where limited resources
constraint surveillance of STls.
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RESUMEN

Objetivo. Evaluar la validez y conveniencia de la estrategia
de la mezcla de muestras de orinas para el diagnoéstico mole-
cular de Chlamydia trachomatis (CT). Material y méto-
dos. A partir de 1,220 muestras de orina recolectadas de jo6-
venes de uno y otro sexos, se conformaron 305 mezclas con
cuatro alicuotas de muestras individuales, previo calculo del
tamarfio 6ptimo de la mezcla. A continuacion se determinoé la
presencia de &acidos nucleicos de clamidia en esas mezclas,
mediante el método de reaccién en cadena de la ligasa. Las
mezclas positivas o en zona gris fueron reanalizadas de ma-
nera individual (cuatro pruebas adicionales). El nimero final
de pruebas realizadas se compar6 con el total de pruebas que
se habrian efectuado individualmente. Resultados. Del to-
tal de mezclas analizadas, 230 resultaron negativas, 56 fue-
ron positivas y 19 mas se ubicaron en zona gris. Una vez rea-
nalizadas de manera individual las mezclas positivas y las de
zona gris, se obtuvieron 59 muestras de orina positivas a cla-
midia (prevalencia de 4.81%). De esta manera, el nimero to-
tal de pruebas efectuadas fue de 605 en contraste con las
1,220 que tendrian que haberse hecho si se hubieran proce-
sado las muestras individualmente, es decir, que se logré un
ahorro de 50.5% del costo directo del reactivo de diagnéstico.
Conclusiones. La metodologia aplicada mostr6 ser tanto
confiable como conveniente en el entorno mexicano para lle-
var a cabo vigilancia epidemioldgica de la infeccién por CT.
Dado lo anterior, esta metodologia podria ser considerada en
otros entornos en los que la falta de recursos limita la vigi-
lancia de las infecciones de transmision sexual.

Palabras clave. Mezcla de muestras. C. trachomatis, LCR.
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INTRODUCCION

Chlamydia trachomatis es una bacteria intrace-
lular, que puede transmitirse por contacto sexual.!
La clamidiasis, que representd 92 millones de casos
nuevos alrededor del mundo en 1999, puede origi-
nar uretritis en hombres y enfermedad pélvica in-
flamatoria, infertilidad y embarazos ectépicos en
mujeres,! ademas de ser un factor que facilita la
transmision del VIH.3 Esta enfermedad general-
mente es asintomética (80% en mujeres y 50% en
hombres), ® por lo que se requieren programas de
tamizaje para controlar la transmision. Al menos
para paises desarrollados, se ha mostrado que el ta-
mizaje es costo-ahorrador: estudios del CDC, por
ejemplo, estimaron que por cada dolar invertido en
prevencion, se ahorran $12 dls. en el tratamiento de
secuelas.®

Para detectar la infeccion se cuenta actualmente
con pruebas de amplificacién de acidos nucleicos
(NAAT, nucleic acid amplification test); estos méto-
dos poseen una gran sensibilidad y especificidad,
ademas de permitir el empleo de muestras obteni-
das por procedimientos no invasivos.” Una de las
pruebas NAAT, la Reaccion en Cadena de la Ligasa
(LCR, Ligase Chain Reaction) presenta sensibilida-
des de 94-96.5% y especificidades de 99-100% cuan-
do utiliza muestras de orina.”8 El empleo de mues-
tras cervicales tiene una sensibilidad ligeramente
mayor, alrededor de 5%, que al utilizar muestras de
orina,’ sin embargo, las muestras cervicales tienen
el inconveniente de ser invasivas, se necesitan adi-
tamentos especiales para colectarla y son molestas;
su equivalente en hombres, las muestras uretrales,
son poco aceptadas en programas de tamizaje, por
lo que las muestras de orina son la mejor opcién al
tener una sensibilidad similar que las muestras
uretrales cuando se emplean NAAT.10

Por otra parte, el alto precio de las NAAT ha res-
tringido su uso en los programas de tamizaje.?1!
Una opcidn para abatir costos es la realizacion de
mezclas (“pool”) de muestras biol6gicas, este método
se ha empleado para la deteccion de anticuerpos con-
tra el VIH, mostrando una alta concordancia entre
los sueros individuales que resultaron positivos y las
mezclas de 10 sueros donde se encontraban esas
muestras.'? En el mismo sentido, se ha propuesto la
utilizacion de mezclas de orina para la deteccion de
C. trachomatis.'® El presente trabajo pretende des-
cribir y valorar la aplicacién de la estrategia de mez-
cla de orinas para el diagndstico molecular de C. tra-
chomatis en una muestra de jovenes de poblacion
mexicana.

MATERIAL Y METODOS
Poblacién

En el afio 2003, en el laboratorio de Infecciones de
Transmisidn Sexual (ITS) del Centro de Investigacio-
nes sobre Enfermedades Infecciosas, se analizaron
1,220 muestras de orina, provenientes de una mues-
tra de adolescentes mexicanos hombres y mujeres en-
tre 15 y 21 afios de edad, que habitaban en &reas de
nivel socioecondmico bajo en 204 localidades de entre
2,500 y 50 mil habitantes en 28 entidades federativas,
y que fue parte de una encuesta de evaluacion del
Programa de Desarrollo Humano Oportunidades.

Tamafio 6ptimo de la mezcla de muestras

Para que la realizacion de la prueba mediante las
mezclas resulte mas eficiente que las pruebas indivi-
duales, el namero total de analisis mediante las mez-
clas debe ser menor a los que se hubieran necesitado
con pruebas individuales. Para ello, es necesario esti-
mar el tamafio éptimo de la mezcla en términos de efi-
ciencia, y ajustarlo considerando también la dilucion
maxima a la que la prueba puede detectar resultados.

Para estimar el tamafio dptimo de la mezcla se uti-
lizd la siguiente formula:*?

M =-S5 +[1-(1-Prev)P]CP

En donde CM es el costo por muestra analizada,
CP es el costo del reactivo para cada determinacion,
TP es el tamario de la mezclay Prev es la prevalencia
esperada. El tamafio éptimo de la mezcla es el que
minimiza el costo por muestra. Esta formula no in-
cluye el costo adicional de preparar las mezclas debido
a que es minimo.

En el caso del presente documento, se considerd
una prevalencia esperada de entre 5y 8% (datos no
publicados de poblacion femenina Hospital General de
Cuernavaca, Mor.) y costo del reactivo* de $10 dls. El
tamafio dptimo estimado fue de cinco muestras para
el limite inferior de prevalencia y cuatro para el limi-
te superior (Figura 1), con base en ello se decidio el
empleo de mezclas con cuatro muestras de orina.

* El precio comercial del reactivo LCx de Abbott cuando se realizé este estu-
dio era de $10 dis. Sin embargo, durante el segundo semestre del afio 2003
el fabricante retird su producto del mercado por decision propia. En la ac-
tualidad la Unica prueba NAAT para clamidia disponible en el mercado na-
cional es AMPLICOR-CT de laboratorios ROCHE, con un costo aproximado
por prueba de $15 dls.
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Prueba de laboratorio

Todas las muestras de orina se mantuvieron a -20
°C hasta su procesamiento. Cada muestra se agitd
durante 30 seg, enseguida se tomaron 250 pl. El volu-
men final de 1 mL para procesamiento por LCR se-
gun instrucciones del fabricante (LCx Probe system,
Abbott Laboratories), se obtuvo de mezclar las alicuo-
tas de cuatro muestras. La prueba de LCx amplifica
una secuencia del plasmido criptico de C. trachomatis
por medio de la LCR y detecta el amplimero utilizan-
do un sistema fluorescente. Todas las corridas realiza-
das en el equipo automatizado de deteccién (n = 20
mezclas) fueron validadas por los controles internos
de la prueba. Cuando esto no fue asi, se repitieron la
totalidad de las corridas correspondientes.

El ensayo origina un resultado (S/CO), que es el co-
ciente de la lectura de la muestra (S) dividida por el
valor del calibrador (CO), lo que permite determinar
muestras positivas (S/CO = 1.0) y aquellas con valores
menores se consideran negativas, de acuerdo con las
indicaciones del fabricante. Para la mezcla de mues-
tras individuales de orina se ha propuesto una zona
gris (ZG) que abarca de 0.2-1.0,%2 por lo que para efec-
tos del presente estudio, las mezclas se clasificaron en
negativas, grises y positivas de acuerdo con ese crite-
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Figura 1. Tamafio dptimo de la mezcla de muestras.

Cuadro 1. Caracteristicas demograficas de adolescentes entre 15y 21 afios.

rio. Las mezclas en ZG y positivas se reanalizaron de
manera individual (de cada mezcla, cuatro muestras
individuales) para determinar la muestra o muestras
positivas, en este segundo andlisis se consideraron los
valores de corte establecidos por el fabricante.

RESULTADOS

De las 1,220 muestras individuales se obtuvieron
305 mezclas de orina, de las cuales 230 resultaron ne-
gativas, 56 mezclas positivas y 19 mezclas en ZG (los
valores de S/CO de cada mezcla se encuentran en la
figura 2). A partir de las mezclas positivas, 41 presen-
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Mezcla de muestras
cu BEEBRB8RRES

SICO n Resultado
0.0-0.2 230 Negativas
0.2-0.4 6
0.4-0.6 6 Zona gris
0.6-0.8 3 (0.2-1.0)
0.8-1.0 4
1.0-3.0 12
3.0-5.0 Q2 Positivas
5.0-7.0 2

Total 305

Figura 2. Andlisis de 305 mezclas individuales de orina por LCR. A
partir de cada muestra positiva 0 zona gris, se realizaron las muestras in-
dividuales, en caso de resultar al menos una muestra individual positiva, la
mezcla se consideré como positiva.

Variable Positivos Negativos Todos
(n=58) (n=1,147) (n=1,205)*
Muijeres (%) 78% 62% 65%
Edad (x + DS)** 176 £ 15 175+ 15 175 + 15
Sexualmente activos (%)** 84% 70% 73%
Edad 1a. relacién sexual* 158 + 12 158 + 1.7 158 £ 16

* Quince adolescentes no respondieron a las preguntas, entre los cuales hay un caso positivo a C. trachomatis. ** Abarca uno u otro sexo de los participantes.
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taron una muestra individual positiva, siete tuvieron
dos muestras individuales positivas y ocho con las
cuatro muestras individuales negativas. De las mez-
clas en ZG, se identificaron cuatro con una muestra
individual positiva y las restantes 15 presentaron
muestras individuales negativas, en la figura 2 se es-
gquematizan los resultados anteriores. El total de
muestras individuales positivas fue de 59 y de negati-
vas 1,161, cuatro muestras individuales positivas se
detectaron a partir de mezclas en ZG y las restantes a
partir de mezclas positivas.

Para las mezclas se emplearon 305 reacciones,
para el andlisis de muestras individuales se realiza-
ron 300 ensayos ([56 pos + 19 ZG] X 4), por lo que al
final se utilizaron 605 pruebas, en lugar de las 1,220
reacciones originales de haberse empleado ensayos in-
dividuales desde un inicio, lo que represent6 un aho-
rro de 50.4%.

En el cuadro 1 se presenta una descripcion de los
adolescentes que proporcionaron las muestras, de
los cuales la mayoria fueron mujeres. Todos ellos se

Cuadro 2. Prevalencia de C. trachomatis en diferentes subgrupos de los
adolescentes de 15 a 21 afios.

Variable % del total % positivos
Casados 19 4

En union libre 16 7
Separados o viudos 4 15
Solteros 60 4
Reportaron algan sintoma de

ITS alguna vez 2 45
Fuman 10 6.3
Van a la escuela 24 36

encontraban aparentemente sanos y en ninguno se re-
gistro sintomatologia de infeccion genital. La edad
promedio de los jévenes fue de 18 afios, y reportaron
haber iniciado vida sexual en los dos afios anteriores
a la encuesta. La proporcién de mujeres fue mayor
(78 vs. 62%) en el caso del grupo con resultado positi-
vo. Por otra parte, cerca de 6% de los que menciona-
ron ser sexualmente activos resultaron positivos para
C. trachomatis, en tanto que los que dijeron no ser
sexualmente activos, poco mas de 2% resultaron posi-
tivos, la prevalencia general fue de 4.8%.

Por lo que se refiere a las variaciones en prevalen-
cia, en el cuadro 2 se presenta el porcentaje de casos
positivos encontrados para algunos subgrupos de ado-
lescentes. Las frecuencias mas bajas se dan entre los
solteros y los casados, en tanto que entre aquellos que
viven en unién libre o se han separado se registraron
prevalencias superiores (7 y 15%, respectivamente).
Asimismo, el porcentaje de positivos entre aquellos
que reportaron algun sintoma de ITS fue similar a la
prevalencia global, en tanto que para los que reporta-
ron fumar, la frecuencia fue superior (6.3%), final-
mente entre aquellos que mencionaron asistir a la es-
cuela, la prevalencia fue menor (3.6%).

DISCUSION

Este es el primer estudio en México que aplica el
método de mezcla de muestras bioldgicas para el diag-
nostico de C. trachomatis, como una alternativa para
ahorrar material y con ello para ampliar el nUmero
de sujetos estudiados. La mezcla de muestras biologi-
cas para C. trachomatis por NAAT ha mostrado te-
ner una alta sensibilidad al compararse con muestras
individuales, tal como se observa en el cuadro 3, don-

Cuadro 3. Estudios que han evaluado la mezcla de muestras biologicas para detectar C. trachomatis por métodos de NAAT.

Estudio Muestra Método n nM Sensibilidad
Lisby4 Cervical PCR 268 5 18/18 100%
Kacenal3 Orina LCR 568 4 48/48 100%
Kacena®3 Orina LCR" 520 10 61/62 98.4%
Krepell Orina LCR’ 1,220 4 107/111 96.4%
Krepel Orina LCR’ 576 8 48/49 97.9%
Morré1d Orina PCR 650 5 26/26 100%
Morré1d Orina PCR 650 10 25/26 96.1%
Kapala®® Cervical LCR 1,288 4 51/53 96.2%
Kapala®® Cervical LCR 1,288 8 50/53 94.2%
Peeling’ Orina PCR 370 5 17/18 94.4%
Clark18 Cervical LCR 3,170 5 187/188 99.5%
Clark!8 Cervical LCR 3,170 10 186/188 98.9%

n = NUmero de muestras individuales analizadas. nM = Nimero de muestras individuales por mezcla. " Emplearon una ZG de 0.2-1, los demas estudios no

emplearon ZG.
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de la sensibilidad varia desde 94.2% hasta 100%, de-
pendiendo del nimero de muestras por mezcla (4, 5,
8, 10) y del tipo de muestra utilizada, cervical u ori-
na. En el presente estudio se detect6 una prevalencia
de clamidiasis de 4.8% y se realizaron mezclas de cua-
tro muestras de orina para el diagndstico, de acuerdo
con el calculo descrito en material y métodos y consis-
tente con lo reportado en la literatura.!?

La mezcla de muestras de orina puede encontrar
muestras positivas que no son detectadas con ensayos
individuales,'*16 o que puede originar una sensibilidad
ligeramente mayor.*® Este aumento en la deteccion se
debe a que al diluir las muestras individuales en la
mezcla, también se diluyen los inhibidores potenciales
de LCR. Por otra parte, en una misma mezcla de
muestras de orina, las muestras individuales negati-
vas pueden tener inhibidores que enmascaren a mues-
tras positivas, sin embargo, tanto la dilucién como la
baja temperatura a que se mantienen las muestras
disminuye considerablemente la posibilidad de inhibi-
cion,!® ademas de que la frecuencia de inhibidores de
LCR en muestras de orina es baja, s6lo 3.9% en lo re-
portado por Mahony!® y 2.6% en el trabajo de Berg.?°
En el presente estudio se esperaria una baja frecuencia
de inhibidores, similar a lo reportado anteriormente,
pero para contrarrestar esta potencial fuente de falsos
negativos todas las muestras se procesaron diluidas
(1:4 en la mezcla de muestras) y se mantuvieron a -20
°C, por lo que se esperaria que al menos en 77% de las
muestras que tuvieran inhibidores, se contrarrestara
su efecto, como se ha reportado.*®

Se detectaron ocho mezclas positivas, que al reana-
lizarlas de manera individual dieron resultados nega-
tivos, tres de estas mezclas presentaron valores entre
0.8-0.95. Desconocemos si estas muestras presenta-
ban inhibidores aln después del tratamiento a bajas
temperaturas, y en dado caso tendriamos la presencia
de falsos negativos, para lo cual sobre todo en estudios
clinicos, se recomienda utilizar otro método molecular

Cuadro 4. Diferentes escenarios de zona gris para mezclas de orina.

0 NAAT, como la Reaccién en Cadena de la Polimera-
sa (PCR) para confirmar el resultado, o en un mo-
mento dado indicarle tratamiento al paciente, el cual
no representa mayores complicaciones para eliminar
la posible infeccién y detener la transmision en la co-
munidad. Aunque es necesario aclarar que en la reali-
zacion de pruebas individuales, sin el precedente de la
mezcla, estas muestras definitivamente se clasifica-
rian como negativas.

La creacion de mezclas diluye las muestras, lo que
podria impactar en la reactividad del espécimen, por
eso se ha propuesto una Zona Gris para solventar la
dilucion de la muestra. La LCR ha demostrado que su
alta sensibilidad y especificidad no se afectan con
mezclas de hasta 10 muestras individuales cuando se
considera una ZG de 0.2-1.0, en lugar de lo recomen-
dado por el fabricante (S/CO = 1.0).13 Al analizar en
nuestro estudio las mezclas de ZG, 78.9% (15/19) pre-
sentaron muestras individuales negativas, sin embar-
go, cuatro muestras positivas se detectaron a partir
de reanalizar estas mezclas, por lo que nuestros resul-
tados apoyan la utilidad de emplear una ZG al usar el
método de mezcla de muestras de orina.

Para ilustrar el efecto de la variacion del intervalo
de la ZG con respecto a nuestros hallazgos, se podria
considerar un primer escenario tedrico con una ZG de
0.4-1, en lugar de la propuesta inicial de 0.2-1; en este
ejercicio, 236 mezclas se clasificarian como negativas,
56 mezclas positivas y 13 mezclas en ZG, se emplea-
rian 305 reacciones para mezclas y 276 reacciones
para muestras individuales. En un segundo escenario
tedrico con una ZG de 0.6-1, se clasificarian 242 mez-
clas como negativas, 56 positivas y siete en ZG, utili-
zandose 305 reacciones para mezclas y 252 reacciones
para muestras individuales, pero en este segundo caso
teorico se perderia una muestra positiva proveniente
de una mezcla que pas6 de ZG a negativa. En el cua-
dro 4 se presenta el ahorro de reactivos y un resumen
de ambos escenarios tedricos y del escenario real.

Zona gris 2-1 4-1 6-1
Mezclas negativas 230 236 242
Mezclas positivas 56 56 56
Mezclas ZG 19 13 7
Muestras positivas 59 59 58
Reacciones totales 605 581 557
Ahorro estimado* 50.4% 52.4% 54.3%
Sensibilidad o 100% 98.3%
Especificidad ** 100% 100%

* Porcentaje de reacciones que dejaron de realizarse. ** Referencia.
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La utilizacion de una ZG de 0.2-1.0 detectd mues-
tras individuales positivas, pero al disminuir la ZG
(0.4-1.0) se tendria la misma sensibilidad, con un li-
gero aumento en el ahorro de tiempo, material y reac-
tivos. La utilizacién de un valor de ZG de 0.6-1.0 con-
lleva a un mayor ahorro de reactivos, pero con una
menor sensibilidad de la prueba de laboratorio.

En este estudio, la deteccién de C. trachomatis que
empled mezclas de cuatro muestras individuales de
orina, demostr6 un ahorro de 50.4% de reactivos, ade-
mas, la utilizacion de una ZG de 0.2-1 aument? la de-
teccion de muestras positivas. La posibilidad de cam-
biar el limite inferior de la ZG a 0.4 e inclusive a 0.6
necesita de estudios posteriores, pero la decision de
reanalizar de manera separada las muestras indivi-
duales de dichas mezclas, puede estar en funcion del
numero de mezclas en zona gris, de la cantidad de
reactivos que se disponga y también del tipo de estu-
dio que se esté realizando, clinico vs. epidemioldgico.

Con respecto al abordaje epidemioldgico, es de sefia-
larse que la frecuencia de infeccion por C. trachoma-
tis en la poblacion joven estudiada (4.8%), es menor a
la reportada en mujeres que asisten a clinicas gineco-
légicas de la frontera norte de México (9.7%) y en tra-
bajadoras sexuales de la frontera sur del pais (14.4%),
ambos estudios emplearon métodos de deteccién de
DNA, pero sin amplificacion del material genético.?!??
Algunos otros estudios en trabajadoras sexuales mexi-
canas, que emplearon otras técnicas diagnosticas
como el cultivo celular y la prueba de ELISA directa,
han encontrado prevalencias de 11.1 y 12.5%, respec-
tivamente.?324 Es interesante notar que entre algu-
nos subgrupos de la poblacién estudiada las prevalen-
cias alcanzan valores cercanos a los reportados para
poblaciones con mayor experiencia sexual. En particu-
lar llama la atencion la diferencia en prevalencia
entre quienes reportaron estar casado(a)s y los que vi-
ven en union libre. C. trachomatis es un agente de
ITS presente desde temprana edad en jovenes mexica-
nos de uno u otro sexo, dato que no se habia corrobo-
rado anteriormente en poblacién mexicana considera-
da de bajo riesgo, sino hasta el presente reporte,
donde también por primera vez se utiliz6 un método
NAAT. Esta infeccion es generalmente asintomatica,
tanto en mujeres como en hombres,*® dato que se co-
rroboro en el actual trabajo, debido a que ninguno de
los participantes infectados reportaron sintomas. Las
mujeres jovenes, como las de nuestro estudio, de
acuerdo con la literatura tienen un mayor riesgo
de infeccidn debido a que C. trachomatis tiene prefe-
rencia por infectar células del epitelio endocervical in-
maduras, dichas células se encuentran presentes en
adolescentes y adultos jovenes.?® Por otra parte, el ini-

cio temprano de actividad sexual, 15.8 afios en prome-
dio en los adolescentes de nuestra muestra, se ha aso-
ciado con comportamientos sexuales de riesgo, como
relaciones con multiples parejas sexuales, lo que indi-
caria una mayor exposicion a adquirir alguna ITS,
como C. trachomatis.?® Asimismo, se observé una ma-
yor prevalencia entre los que reportaron fumar y una
menor entre los que asisten a la escuela, lo que esta-
ria sugiriendo una concentracién de comportamientos
de riesgo en esos subgrupos, sin que los hechos de fu-
mar o de contar con menor escolaridad por si mismos
coadyuven a la transmision de C. trachomatis. Un
analisis méas detallado y con un mayor tamafo de
muestra en relacién con la clamidiasis en esta pobla-
cidn, sera parte de otra comunicacion en la que se de-
finirdn con precision los factores asociados a esta in-
feccion.

Finalmente, los resultados que se presentan en
este trabajo en relacién con su objetivo central de-
muestran que es posible reducir de forma importante
los costos de analisis de orina para el diagnéstico mo-
lecular de C. trachomatis, lo cual puede favorecer su
deteccién y tratamiento oportuno, ademaés de ofrecer
la posibilidad de que esta prueba sea considerada den-
tro de un esquema de vigilancia de ITS que sea soste-
nible, el cual detecte casos que de manera rutinaria
no se encontrarian para ayudar a detener la transmi-
sion y diseminacion de esta ITS.
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