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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
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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 microorganismios
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.
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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

Chlamydia trachomatis es la bacteria que
causa el mayor nimero de infecciones de
transmisioén sexual en el mundo, con un
estimado de 100 millones de casos por afo,
constituyéndose en un problema de salud
para la poblacién sexualmente activa (1, 2).
C. trachomatis infecta principalmente células
del epitelio mucoso y, simultdneamente, se
asocian con un estado de inflamacién local
que favorece la co-infecciéon de otros mi-
croorganismos, como por ejemplo, el Virus
de laInmunodeficiencia Humana (VIH) (3).

En Colombia, la transmision de C. trachomatis
se favorece por la carencia de un programa
de vigilancia de infecciones de transmisién
sexual especificamente enfocado hacia el
control de este patégeno y a las dificultades
para su diagnéstico de laboratorio. Adicio-
nalmente, la naturaleza asintomatica y cré-
nica de la infeccién por Chlamydia facilita su
diseminacion entrelas poblaciones de mayor
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riesgo. Por lo anterior, la implementacién de
nuevas técnicas diagndsticas tendria gran
impacto en el tratamiento oportuno de los
pacientes y en el control de la infeccién antes
del desarrollo de una vacuna. (4).

El cultivo en células MacCoy, a pesar de ser
considerado como el método de referencia
para el diagndstico de laboratorio de C.
trachomatis, presenta baja sensibilidad y es
de dificil implementacién en laboratorios
clinicos. (5).

Por otro lado, como alternativa al cultivo,
se encuentran las pruebas de deteccion de
antigenos bacterianos (LPS 0 MOMP), que a
pesar desubajo costoy facilimplementacion
presentanbaja especificidad comparadas con
el cultivo (6).

Actualmente, las recomendaciones mundia-
les para el diagnostico de laboratorio de las
infecciones por C. trachomatis se inclinan por
el uso delas pruebas de amplificacion de 4ci-
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dos nucleicos como la Reaccién en Cadena de
Polimerasa (pcr), debido a su elevado desem-
penodiagndstico (sensibilidad y especificidad
superiores a 90 % comparadas con el cultivo o
la deteccién de antigenos) (7); adicionalmente
la PCR también puede ser estandarizada para
el andlisis de diferentes tipos de muestras
clinicas, facilitando asi el diagnoéstico de in-
fecciones genitales y extragenitales (8, 9). Por
lo anterior, este estudio pretende validar una
PCR para la deteccion de C. trachomatis que
pueda ser usada con fines diagndsticos.

MATERIALES Y METODOS

Microorganismos y material genético: Todos
los microrganismos o ADN usados en este
trabajo se presentan en la tabla 1.

Extraccion y cuantificacién de ADN: A partir
de un cultivo puro en agar trispticasa soya
se suspendieron 2 a 5 colonias en 1.5 ml de
agua Milli-Q. Se centrifug6 a 12.000 g y el
precipitado se utilizé para la extraccion del
ADN genémico empleando el estuche Wizard
Genomic ADN Purification (Promega). Todas
las muestras de ADN fueron cuantificadas en
el Qubit 2.0 (Invitrogen).

PCR para ARN ribosomal 16S: Como un control
interno de las PCR bacterianas se amplificé un
segmento de 602 pb del gen que codifica para
el ARN ribosomal 16S usando los cebadores
Ub1l 5-GATTAGATACCCTGGTAGTCCAC-3' y
Ub2 5-CCCGGGAACGTATTCACCG-3’. La PCR se
realiz6 de acuerdo con Ashimoto et al. (10).

PCR para Chlamydia trachomatis: Se reali-
zaron experimentos de optimizaciéon de la
PCR variando las concentraciones de MgCl,
(1.0 a 3.0 mM con variaciones de 0.5 mM),
Tag polimerasa (0.5 a 2 U/pL con variaciones
de 0.5 U/pL) y temperaturas de alineamien-
to de cebadores (52 a 57°C con variaciones
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de 1°C). Se empelaron los cebadores CtP1
5-TAGTAACTGCCACTTCATCA-3" y CtP2 5'-
TTCCCCTTGTAATTCGTTGC-3"(11). Lacompo-
sicién y concentracion final de los reactivos
en la mezcla reaccion se muestra en la tabla
2. Una vez estandarizada la prueba, todos
los experimentos se realizaron en termoci-
clador Applied Biosystems 2720 empleando
el programa: 95°C/4 min, 40 ciclos (95°C/1
min; 56°C/1 min; 72°C/1.5 min) y 72°C/4
min. Todos los experimentos incluyeron un
control positivo y blanco de reactivo.

Sensibilidad analitica: Se realizaron dilu-
cioneslogaritmicasdel ADNdeC. trachomatis
y se procesaron por PCR. Se estim¢é el nime-
ro de plasmidos y de CE considerando un
plasmido de 7500 pb y 10 copias por cada
CE. La sensibilidad analitica de la prueba se
definié como la minima concentracién de
ADN clamidial o menor niimero de plasmi-
dos o CE detectados por la PCR.

Especificidad analitica: Se realizaron PCR
por triplicado con los cebadores CtP1 y CtP2
y ADN de cada uno de los microorganismos
o mezclas de organismos mostrados en la
tabla 1. La especificidad analitica se defini6
como la capacidad de los cebadores CtP1
CtP2 de amplificar exclusivamente el gen
de interés, evidenciado como una banda de
201 pb en el gel de agarosa.

Anadlisis de los productos de PCR: Se adi-
cionaron 10 pL de cada producto de PCR
en los pozos del gel de agarosa 2 % con
SYBR-Safe (Invitrogen). La electroforesis se
realiz6 en tampén TBE 1X, pH 8.3a7 V/cm
por 60 minutos. Los geles se documentaron
con el transiluminador Safe-Imager 2.0
(Invitrogen). Se us6 el marcador de peso
molecular 100 pb DNA ladder (Invitrogen).
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Variabilidad intraensayo: Diferentes técni-
cos realizaron la PCR por triplicado usando
diferentes muestras de origen urogenital
que previamente habian sido procesadas y
diagnosticadas como positivas o negativas
para C. trachomatis con el estuche comercial
de PCR en tiempo real (qPCR) mdltiplex C.
trachomatis, Ureaplasmay Mycoplasma (Sacace
Biotechnologies). La variabilidad intraensayo
se defini6 comolarepetitibilidad delos tripli-
cados realizados por cada operador bajo las
mismas condiciones experimentales (tabla 4).

Variabilidad interensayo: Se procesaron por
PCR muestras de origen urogenital variando
las condiciones experimentales (por ejemplo,
diferentes técnicos y dias de ensayo). La
variabilidad interensayo se definié como la
reproducibilidad delosresultados obtenidos
bajo diferentes condiciones experimentales
(tabla 5).

Consideraciones éticas: Este estudio fue
aprobado por el Comité Institucional de
Revision Etica Humana de la Universidad
del Valle. Acta 045-012.

RESULTADOS

Los cebadores CtP1 y CtP2 flanquean una
secuencia de 201 pb comprendida entre la
timina 3584 (T3584) yla Adenina 3784 (A3784)
del plasmido criptico de C. trachomatis. Esta
region génica no estd incluida dentro de las
ocho secuencias codificantes (CDS) conoci-
das para el pldsmido de C. trachomatis, por
lo que, el fragmento génico amplificado en
esta PCR corresponderia a una posible region
intergénica con funcion desconocida hasta el
momento (GenBank: AAB02587.1) (figural).

Para estandarizar las condiciones experi-
mentales de la PCR se realizaron variaciones
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en la temperatura de alineamiento de los
cebadores CtP1 y CtP2 (entre 52 a 57°C) y en
las concentraciones de MgCl, (1 a 3 mM). Se
observ6 amplificacion de una banda de 201
pb entre 55 y 56 °C y entre 1.5 a 2.5 mM de
MgCl, (figura 2). A temperaturas de alinea-
miento inferiores a 55°C o superiores a 57°C
no se observo la banda esperada (datos no
mostrados). Adicionalmente se realizaron
experimentos evaluando diferentes con-
centraciones de Tag polimerasa (0.5 a 2 U/
pL). Considerando que la concentracién de
enzima recomendada por el fabricante era
de 1 U/pL, esta PCR consiguié amplificar
el fragmento génico de interés en todas las
concentraciones de Tag polimerasa evaluadas,
inclusive a 0.5 U/uL (datos no mostrados).

Con el fin de establecer el limite de deteccion
de la prueba se realizaron PCR de 40 ciclos
a 56 °C, usando diluciones logaritmicas del
ADNdeC. trachomatis, 1 U de Taq polimerasa,
1.5 mM de MgCl, y los cebadores CtP1 y CtP2.

Esta PCR detect6 hasta 107 g de ADN, lo que
equivale a un pldsmido de 7500 pb o menos
de un cuerpo elemental de C. trachomatis
(figura 3), 0 menos de un cuerpo elemental
de C. trachomatis (figura 3).

Conel propésito de examinarla especificidad
delos cebadores CtP1y CtP2 se realizaron PCR
de40ciclosa56°C,usandoaproximadamente
1ngde ADN proveniente de microorganismos
patégenos o comensales del tracto genitou-
rinario. Solo se observé amplificacion del
gen de interés en las muestras que contenian
ADN de C. trachomatis, o en las mezclas (C.
trachomatis + U. urealyticum) y (C. trachomatis
+ M. hominis).

Para determinar la variabilidad intra e inte-
rensayo se compararon los resultados de los
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triplicados delas PCRrealizadas por triplicado
y variando las condiciones experimentales
(operadores y dias de ensayo) respectiva-
mente. La PCR para C. trachomatis evaluada
en este estudio demostré la repetitibilidad
y reproducibilidad esperada (tablas 4 y 5).

DISCUSION

Chlamydia trachomatis es el patdgeno que
causa el mayor ndmero de infecciones uro-
genitalesenel mundo cadaano, produciendo
enfermedades de tipo agudo como uretritis
y cervicitis e infecciones persistentes que
frecuentemente son asintomaticas y pueden
llegar a producir complicaciones cronicas. La
infeccién natural con C. trachomatis no pro-
tege contra la reinfeccion y actualmente no
existe una vacuna contra esta bacteria, por lo
tanto, el diagndstico y tratamiento oportuno
de los individuos infectados es la principal
herramienta parael control dela transmisién.

Este trabajo realizé la validacién técnica
de una PCR para la detecciéon de Chlamydia
trachomatis que podria servir como punto de
partida paralaimplementaciénclinica deesta
prueba en nuestro medio. Debido a las difi-
cultades parael diagndsticode C. trachomatis
en Colombia, se espera que la aplicaciéon de
esta PCR pueda beneficiar a la poblacién de
mayor riesgo (individuosjévenes sexualmen-
teactivos) y simultdneamente, impactarenel
control de estabacteria de transmisiéon sexual.

A pesar de que el cultivo celular es conside-
rado como el método de referencia para el
diagnostico de laboratorio de C. trachomatis,
este presenta grandesinconvenientes parasu
implementacion en los laboratorios clinicos,
dentrodelos que se destacanel elevado costo
ylacomplejidad operacional (5); asicomolas
pruebas inmunoenzimaticas, que se basan
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en la deteccién de antigenos bacteriano y
tienen la ventaja de ser econdmicas y de facil
ejecucion, pero presentan una baja especifi-
cidad comparadas con el cultivo (12). Por lo
anterior, los métodos basados en amplifica-
cion de acidos nucleicos, como la PCR, son la
alternativa de eleccion para el diagnostico de
C. trachomatis, debido a su alta sensibilidad,
especificidad y facil estandarizacién dentro
del laboratorio (7).

Lagranversatilidad delas pruebas de ampli-
ficaciéon de acidos nucleicos ha permitido su
aplicacioén en el diagnoéstico de C. trachomatis
por medio de diferentes estrategias, como
LCR (Ligase Chain Reaction), PCR (Polymerase
Chain Reaction) y PCR en tiempo real o PCR
cuantitativo (qPCR), entre otros. Actualmen-
te, existen en el mercado estuches de qPCR
facilmente automatizables y con excelente
desempefio diagndstico (9); sin embargo,
los altos costos de los equipos y estuches
comerciales de qPCR pueden ser el principal
inconveniente para su implementacién en
paises en desarrollo. Por este motivo, este
trabajo se estandarizé una PCR convencio-
nal In house, con una capacidad diagndstica
similar a una qPCR pero que podria resultar
mas economica.

La enzima Taq polimerasa cataliza la adicion
demononucledtidos, derivados de desoxinu-
cleésidos 5 trifosfatos, al grupo OH 3’ de la
cadena creciente de ADN. Esta reaccién solo
es posible bajo la presencia de iones Mg?**
que inducen ajustes conformacionales en
la enzima necesarios para su actividad (13).

La estandarizacion de la concentracion de
Mg?*es clave durante la PCR porque asicomo
estos iones son esenciales para garantizar
la actividad enzimatica, el exceso de Mg?**
disminuye la especificidad y fidelidad de
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la enzima, ademas de afectar la Tm de los
hibridos cebador-ADN, ADN-ADN y cebador-
cebador formados durante la PCR (14).

Nuestros datos mostraron amplificacién del
gen de interés a partir de 1.5 mM y hasta 3
mM deMgCl; sinembargo, paraminimizar el
efecto del exceso de Mg** Tug polimerasa y la
Tmdeloshibridos, todaslasPCR serealizaron
conlamenor concentracion de MgCl, que per-
miti6é amplificar el gen de interés (1.5 mM).

C. trachomatis es un patdgeno intracelular
con un cromosoma de 7 Mb y 10 copias de
un plasmido de 7.5 kb (15). Este plasmidono
conjugativo contiene cinco secuencias codi-
ficantes (CDS) que comparten identidad con
genes de mantenimiento episomal y tres CDS
que codifican por proteinas, posiblemente
relacionadas con virulencia (16).

El plasmido es un blanco comun de las
pruebas de PCR usadas en el diagnoéstico de
infecciones por Chlamydia (incluyendola PCR
deesteestudio), que hansido fundamentales
para el seguimiento y control de las infeccio-
nes causadas por esta bacteria en Europa y
Estados Unidos.

En 2006 se describi6 por primera vez en
Suecia una nueva variante de C. trachomatis
que no era detectada por algunas pruebas
de PCR disponibles en el mercado (17). Pos-
teriormente se determiné que estas variantes
tenian una delecién de 377 pb, justo en la
region usada para la amplificacién génica
en estas pruebas (18).

La secuencia del plasmido amplificada por
nuestra PCR no estd incluida en la deleciéon
reportada en la variante sueca, lo cual signi-
fica que la PCR estandarizada en este estudio
podria potencialmente detectar tanto los
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aislados clasicos como la variante sueca de
C. trachomatis.

La emergencia de la variante sueca de
C. trachomatis representa un ejemplo de la
gran versatilidad del genoma bacteriano y
muestra, simultdneamente, laimportanciade
la seleccion de regiones génicas conservadas
como blancos parala deteccién de patégenos
en las pruebas de amplificaciéon de acidos
nucleicos.

Un estudio que compardé las ocho CDS del
plasmido de once aislados de C. trachomatis,
incluyendolanueva variante sueca, determi-
nolas regiones CDS2, CDS6, CDS7 y CDS8 como
las mas conservadas dentro de los plasmidos
secuenciados (19). Por lo tanto, la utilizacion
decebadores que flanqueen simultdneamente
estas secuencias conservadas del plasmido
junto con genes cromosdmicos, como ompA,
pueden disminuir la probabilidad de falsos
negativos en las pruebas de detecciéon de C.
trachomatis.

La sensibilidad analitica de la PCR estandari-
zada en este estudio, usando 40 ciclos, fue de
107 g de ADN; este valor corresponde a una
copia del pldsmido o menos de un cuerpo
elemental de C. trachomatis (figura 3). Estos
resultados fueron similares a los reportados
por otros (20) y demuestran el potencial
diagnoéstico de esta PCR.

Un estudio que mostré la carga de C.E de
C. trachomatis excretados por individuos in-
fectados en diferentes muestras clinicas (21)
determiné en promedio, 1200 C.E/100 uLy
162 C.E/100 puL en orina de hombres y mu-
jeres respectivamente. De la misma manera,
determinaron cargasde2231y773C.E/100uL
en muestras endocervicales y vaginales,
respectivamente. Basados en el niimero de
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CE excretados por individuos sintomaticos
y asumiendo que los individuos con infec-
ciones asintomaticas tienen una menor carga
de CE que los sintomaticos, se puede sugerir
que esta PCR tendria el potencial de detectar
ambos grupos considerando su sensibilidad
analitica (1 pldsmido ~ < 1 CE) (Figura 4).
La identificacién de una bajo nimero de
CE, e inclusive de ADN plasmidial (liberado
después de la muerte bacteriana), es funda-
mental para el diagnodstico y tratamiento de
individuos asintomaticos y por consiguiente
para el control de la transmisién.

Para la estandarizacién de esta prueba se
usé ADN de Chlamydia trachomatis serovar D
(asociada coninfecciones genitalesnoinvasi-
vas), paraamplificar unaregién del plasmido
cripticode gran estabilidad genética yamplia
distribucién dentro del género Chlamydia (16,
19,22); porlotanto, estaPCR podriaemplearse
para detectar otras serovares genitales no
invasivas como E-K, asi como los biovares
tracoma y linfogranuloma venéreo.

Aunque este trabajo utiliz6 unas pocas
muestras deexudados vaginales, paralosen-
sayos de especificidad y reproducibilidad se
requiere de un estudio adicional que incluya
individuos sintomaticos y asintomaticos para
realizar validacion clinica de esta prueba.

CONCLUSIONES

A pesar de que la terapia con antibidticos es
efectivaparael tratamiento delasinfecciones
por Chlamydia trachomatis, la prevencioén de
las secuelas post inflamatorias, las reinfec-
ciones y co-infecciones por otros patégenos,
constituyen en la actualidad los principales
desafios que debemos afrontar antes de la
implementacion de una vacuna contra este
patdgeno.
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Lanaturaleza asintomatica delasinfecciones
por C. trachomatis interfiere con el diagndstico
y tratamiento de los individuos infectados
y a la vez facilita la inflamacién crénica y el
dafo tisular irreversible (23, 24).

EnColombia, elaccesolimitadoalas pruebas
de diagnéstico de C. trachomatis, sumado a
la ausencia de un programa de vigilancia de
infecciones por este microorganismo, ofrecen
el escenario ideal para la transmision de esta
bacteria, asi como de otros microorganismos
de transmisién sexual, como VIH, que puede
aprovechar el estado de inflamacién crénica
inducido por C. trachomatis para infectar
células blanco reclutadas en las mucosas
urogenitales (24, 25).

Laimplementacion de pruebas diagnosticas,
tal como la PCR estandarizada en este estu-
dio, podria contribuir con el diagnoéstico y
tratamiento temprano de las infecciones por
C. trachomatis de individuos sintomaticos y
asintomaéticos (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 Relaciéon 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

408

Salud Uninorte. Barranquilla (Col.) 2016; 32 (3): 398-410



VALIDACION TECNICA DE UNA PCR: REACCION EN CADENA DE LA POLIMERASA
PARA LA DETECCION DE CHLAMYDIA TRACHOMATIS

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 aattctccge tattaaaaaa gtatggtaaa tta
3601 tcaaaagtcc tatccacctt gaaaatcaga agtttggaag aagacctggt caatctatta
3661 agatatctcc caaattggct caaaatggga tggtagaagt tataggtctt gattttcttt
3721 catctcatta ccatgcatta gcagctatcc aaagattact gaccg
3781 ggaacacaaa ....
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).

LSmM  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 tamafno 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 14

Plasmidos | 10¢ | 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 nimero 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.

Orina hombres

B

Orina mujeres

Ex. vaginal

]
'
'
o -
Ex. cervical |1 j
'

PCR-1 PCR+

Limite de deteccién: 107g 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 (107 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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