UVAQ |tz

UNIVERSIDAD VASCO DE QUIROGA l"ltl‘t“:lﬂnal

REPOSITORIO ACADEMICO DIGITAL INSTITUCIONAL

“DIVERSIDAD DE GENOTIPOS DE Chlamydia trachomatis EN
MUESTRAS UROGENITALES DERIVADAS DEL LABORATORIO CENTRAL
ADN SA DE cv”

1 4 » I ‘ Autor: Socorro Mariana Garcia Gonzalez
gy

Tesis presentada para obtener el titulo de:

Licenciado en Medicina General

Nombre del asesor:

Dra. Mercedes Pineda De Ledn Bautista

Este documento estd disponible para su consulta en el Repositorio Académico Digital
Institucional de la Universidad Vasco de Quiroga, cuyo objetivo es integrar organizar,
almacenar, preservar y difundir en formato digital la produccioén intelectual resultante

de la actividad académica, cientifica e investigadora de los diferentes campus de la
vniversidad, para beneficio de la comunidad vniversitaria.

Esta iniciativa estd a cargo del Centro de Informacion y Documentaciéon “Dr. Silvio
Zavala” que lleva adelante las tareas de gestion y coordinacion para la concrecion de
los objetivos planteados.

Esta Tesis se publica bajo licencia Creative Commons de tipo “Reconocimiento-
NoComercial-SinObraDerivada”, se permite su consulta siempre y cuando se mantenga
el reconocimiento de sus autores, no se haga uso comercial de las obras derivadas.



http://creativecommons.org/licenses/by-nc-nd/3.0/deed.es_ES
http://creativecommons.org/licenses/by-nc-nd/3.0/deed.es_ES

SERSEDADVASCD DF QU By
= =
>

UNIVERSIDAD VASCO DE QUIROGA

Educar en la verdad

UNIVERSIDAD VASCO DE QUIROGA

ESCUELA DE MEDICINA

TESIS PROFESIONAL DE LICENCIATURA

DIVERSIDAD DE GENOTIPOS DE Chlamydia trachomatis EN
MUESTRAS UROGENITALES DERIVADAS DEL. LABORATORIO
CENTRAL ADN SA DE C.V.

PARA OBTENER EL TITULO DE
LICENCIADA EN MEDICINA GENERAL

PRESENTA:
SOCORRO MARIANA GARCIA GONZALEZ
DIRECTORA DE TESIS:

DRA. MERCEDES PIEDAD DE LEON BAUTISTA

CLAVE:16PSU0181N
ACUERDO: LIC170213

MORELIA, MICHOACAN 14 DE SEPTIEMBRE 2021




DIVERSIDAD DE GENOTIPOS DE Chlamydia trachomatis EN EL TRACTO UROGENITAL

DEDICATORIAS

A Dios y a la Virgen de Guadalupe por dejarme vivir hasta este momento, por
siempre iluminar mi camino en las buenas y en las malas y por haberme dado una

familia hermosa.

A mis padres Mario Garcia Zamudio y Julieta Gonzalez Orozco por siempre
apoyarme en estar alli para mi en todo momento de mi vida, por guiarme vy
brindarme siempre la instruccidn que necesitaba. Los amo demasiado y les

agradezco de todo corazén todo el amor que me han brindado.

Mis hermanos y cufiado muchas gracias también por su apoyo incondicional son
mis mejores amigos gracias por nunca dudar de mi y siempre apoyarme los amo

mucho.

A mi tia Oli que es mi mejor amiga, un gran apoyo Yy alguien muy especial en mi
vida. A mi amigo Juan de Dios Pérez Robledo que nunca me juzgd, siempre me
apoyo en todo momento y tiene un lugar muy importante en mi corazoén; gracias por
todo.Claudia Guillen una gran amiga que a pesar de todas las adversidades siempre
ha estado alli para mi, gracias amiga. Dra. Nancy a usted que me ha orientado,
apoyado y alentado a seguir adelante, gracias por brindarme todo su apoyo, carifio

y amistad.
Quiero también mandarle un fuerte abrazo y una dedicacion a mi tio Noel y su familia

ya que ellos han sido una gran pieza importante en mivida, los quiero mucho gracias

por tanto.

II



DIVERSIDAD DE GENOTIPOS DE Chlamydia trachomatis EN EL TRACTO UROGENITAL

AGRADECIMIENTOS

A la Universidad Vasco de Quiroga por haberme alojado durante 9 afios, 3 afios de
preparatoria y 6 afnos de carrera gracias por brindarme una casa en sus

instalaciones siempre Halcon.

Al laboratorio Central ADN muchas gracias por brindarme sus instalaciones y apoyo

durante esta etapa de mi vida gracias.
A la Dra. Mercedes Piedad de Ledn Bautista muchas gracias por todo el apoyo
brindado y por dejarme participar con usted en este proyecto. Gracias por las

nuevas ensefanzas y nuevos conocimientos gracias por todo mi estimada Dra.

Gracias a los compafieros de trabajo del laboratorio Central ADN por su apoyo y

ensenanza durante la estancia.

Al comité de investigacion gracias por su apoyo y orientacion

“‘GRACIAS. ©

A cada una de las instituciones y personas que hicieron posible la realizacion de

este proyecto y sobre todo por confiar en mi.

III



DIVERSIDAD DE GENOTIPOS DE Chlamydia trachomatis EN EL TRACTO UROGENITAL

Tabla de contenido

RESUMEN........eeeeeeeeeeeeeesteseesiessesesssesssesssssasssssssssssssssssssssssssssssssassssssssssssassssnes vii
ABSTRACT ..oeeeeeeeeeeeeetesecttesesssessessessssssessssssssssssssssssasssssasssssessssssssssssassssesssssanses viii
ABREVIATURAS.......oooeeeeeeeeeeetessettsscsssssssssessssssssesssssssssassssssssssssssssssassssesssssssssnns IX
GLOSARIOQ.........aeeeeeeeeeeeeeesieesesetesesssessessessesssssssssessssssssesssnsssssasssssasssssassssssesssnsasssnees X
MARCO TEORICO ......ooeeeeevverereeererrersrersssssssssssesessssssssssssssessssssssssssssssssssssasanas X
MARCO REFERENCIAL.........eeveeeireeiesesiessesisssssssssssissssssnssssssssssssssssssssssssssas 1
ESPECIES DE Chlamydia..............ccoocecuirerueressuensesnisssnsssssisssesnssssssssssssssssssssssssssas 2
Chlamydia PSIttaCi........ccc...uuuueeeeeeeiireeeeirseerreiiisiisiiisssserssssissssessssssssssssssssssssssssssssssses 2
Chlamydia PNeUMORNIAE.............cccceveceuueeeereeeiiiisieerssseresssisssssssssssesssssssssssssssssssssssens 2
Chlamydia traCROMALIS..............cccevveeeueeereiiriiiseierssnieesssissssssssssessssssssssssssssssnssssees 3
Chlamydia traCROMALIS..............cccevveeeeeeereriiiieieiersssniresssissssssssssessssssssssssssssnsssssses 3
EPIDEMIOLOGIA .....ceeeereeeriererisriresisssssssissssssssssssssssssssssasssssssasssssssssssassassssssssans 3
ESTRUCTURA BIOLOGICA DE CT..eeeeeeeveerereerrersrerersrersrssssssssssssssssssssssssssssssssons 4
CICLO BIOLOGICO DE CT ....oveerervrirreressinssissssssssssssssssssssssssssssssasssssssssssasssssssas 6
TIPOS DE SEROVARES.........eeiiireieisesiissesisssssisssssisssssssssssssssssssssssssssssssssss 7
Chlamydia trachomatis Y SUS TROPISMOS TISULARES..................cccccuuuuueue... 9
MANIFESTACIONES CLINICAS.........coeeererereeerererrrerererererersrsssssssssssssssssssssssssssens 10
PRINCIPALES COMPLICACIONES DE LA CLAMIDIASIS..................ccoveuverune.. 11
ENFERMEDAD PELVICA INFLAMATORIA (EPI) c...oovvverererererersrrrrrrsesseesenens 11
INFERTILIDAD.............auueeeeeeeeeeeeerecererecseessesssssesssesssssessssssssssssssssssesssssessssssssssssassssnes 12
EMBARAZO ECTOPICO ......eoeeeeeeeeeereveverersressssrsresesessssssssssssesssssssssssssssssssssssasanas 13
METODOS PARA DETECTAR CT.uueeveveeeeeeerrevevesssssssssssesssssssssssssessssssssasanas 13
CAMPO CLARO ......eeeeeeeeeeeeeeesectesscssessssssesssssessssssssesssssssssssssssassssssssssssassssansns 13
ELISA: INTERACCION ANTIGENO-ANTICUERPO.........cuueeeveeerrererererersrrnes 14
DETECCION DE CT POR NAAT S .....coveveeeeveersrsrereressssssssssssessssssssssssssessssssssasanes 15
PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMAL.............ueeeeeeeeeereceerserenesesssensessssssssnesssnnes 17
HIPOTESIS........ooeeeeevveveveteeesrersvevessssssssssessssssssssssssesssssssssssssssessssssssassssssssssssssasasas 17
JUSTIFICACION.......oueeeeeeveveverereersrereversssssssssssssesessssssssasssssesssssssssssssssessssssssasases 17

1Y%



DIVERSIDAD DE GENOTIPOS DE Chlamydia trachomatis EN EL TRACTO UROGENITAL

OBUETIVOS.......ooooeeieeieieiseitesssissssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssns 17
MATERIAL Y METODOS..........ccoevevrrriersiersssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssassssesasens 18
SELECCION DE LAS FUENTES, METODOS, TECNICAS Y PROCEDIMIENTOS
DE RECOLECCION DE LA INFORMACION..........ouuerecvvireevisesiensesenssssenssssanns 21
METODOLOGIA ......eeeeeveerireersiersisssssisssssssssssssassssssssssassssssssssassssssssssasassesasens 23
RESULTADOS........teieiiiiiiiciesscsiesssssesssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssnes 28
DISCUSION........coeveevreeesresisrissssassississssassssssssssassssssassssssassssasssssssssssassssssssssassssesasens 44
CONCLUSION .....eeveevevrirriresrsrsssssassssssssssassssssssssssssssssssssssssssassssssssssassssesssssases 47
PERSPECTIVAS DEL PROYECTO .....ccouuviiiieisiiisciiesssisssesinssssssssssssssssssssssssnes 47
LIMITACIONES............oueiseeiereieiscsiesscssesssssassssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssnes 48
REFERENCIAS.........eeeiieieieieisciessssitessssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssnes 48
INDICE DE FIGURAS, TABLAS Y GRAFICAS PAGINA
FIGURA 1: MEMBRANA DE Chlamydia trachomatis 4
FIGURA 2: CICLO BIOLOGICO DE Chlamydia trachomatis 7
FIGURA 3: APARATO REPRODUCTOR FEMENINO Y MASCULINO--------------- 10
FIGURA 4: METODO DE DETECCION DE Chlamydia trachomatis

POR CAMPO CLARO - 14
FIGURA 5: CASSET DE DETECCION DE Chlamydia trachomatis 15
FIGURA 6: PROCESOS PCR - 16
FIGURA 7: FLUJO DE IDENTIFICACION DE MUESTRAS

POSITIVAS A Chlamydia trachomatis 25
FIGURA 8: PROCESO DE SELECCION MUESTRAS

Chlamydia trachomatis 30
FIGURA 9: PCR EN PUNTO FINAL GEN OMPA 31
FIGURA 10: MUESTRAS POSITIVAS A Chlamydia  trachomatis
ESTANDARIZACION MOMP 87 32
FIGURA 11: BLASTIN PROGRAM 33
TABLA 1: DESCRIPCIQN DE SEROVARY SU IMPLICACION CLINICA----------—- 8
TABLA 2: CUADRO CLINICO CARACTERISTICAS EN PACIENTES

POSITIVIOS A Chlamydia trachomatis 10
TABLA 3: CRITERIOS INCLUSION, EXCLUSION Y ELIMINACION--------mnnmemm- 21
TABLA 4: DEFINICION DE VARIABLES Y UNIDADES DE MEDIDA---------------- 21
TABLA 5: OLIGONUCLEOTIDOS Y SECUENCIAS 24
TABLA 6: ANALISIS ESTADISTICO 27
TABLA 7: BASE DE DATOS Chlamydia trachomatis ---- 30
TABLA 8: SEROVAR DE Chlamyida trachomatis SEGUN EL SEXO ---------------- 36
TABLA 9: VARIANTES DE Chlamydia trachomatis SEGUN EL SITIO--------------- 37



DIVERSIDAD DE GENOTIPOS DE Chlamydia trachomatis EN EL TRACTO UROGENITAL

TABLA 10: VARIANTE EN PACIENTES CON Chlamydia trachomatis EN EL
PATOGENO MAS FRECUENTE 38
TABLA 11: FRECUENCIA DE PATOGENOS DETECTADOS DE Chlamydia
trachomatis EN UREAPLASMA EN PACIENTES CON Chlamydia trachomatis ---41

GRAFICA 1: FRECUENCIA DEL SEXO EN LA POBLACION

DE ESTUDIO 34
GRAFICA 2: FRECUENCIA DEL SITIO ANATOMICO 34
GRAFICA 3: TIPO DE SEROVARES 35
GRAFICA 4: FRECUENCIA DEL TIPO DE SEROVAR DE Chlamydia trachomatis
SEGUN EL SEXO DEL PACIENTE 36
GRAFICA 5: FRECUENCIA DEL TIPO DE SEROVAR DE Chlamydia trachomatis
SEGUN EL SITIO ANATOMICO 37
GRAFICA 6: TIPO DE SEROVAR DE Chlamydia trachomatis EN PACIENTES CON
Ureaplasma 39
GRAFICA 7: TIPO DE SEROVAR DE Chlamydia trachomatis EN PACIENTES CON
Mycoplasma 39
GRAFICA 8: TIPO DE SEROVAR DE Chlamydia trachomatis EN PACIENTES CON
Haemophilus 40
GRAFICA 9: FRECUENCIA DE Candida 41
GRAFICA 10: FRECUENCIA DE Ureaplasma 42
GRAFICA 11: FRECUENCIA DE Trichomonas 42
GRAFICA 12: FRECUENCIA DE Neisseria gonorrhoeae 43
GRAFICA 13: FRECUENCIA DE Mycoplasma 43
GRAFICA 14: FRECUENCIA DE Haemophilus 44

VI



DIVERSIDAD DE GENOTIPOS DE Chlamydia trachomatis EN EL TRACTO UROGENITAL

RESUMEN

Antecedentes: Chlamydia trachomatis es la STI no viral mas comun en el mundo,
por lo que, su deteccion e identificacion de serovares es primordial para la vigilancia
epidemioldgica y el desarrollo de métodos de prevencion en nuestra poblacion.
Nuestro objetivo investigativo fue demostrar la diversidad y frecuencia de los

serovares de Chlamydia trachomatis en el tracto urogenital en pacientes mexicanos.

Metodologia: Se analizaron 40 muestras positivas a Chlamydia trachomatis
mediante disefio observacional, prospectivo y transversal. Para la deteccion de
serovares se utilizO secuenciacion automatizada y alineamiento in silico.
Estadisticamente, se analizaron las variables como el sexo, edad, sitio anatomico y

patdgenos concomitantes.

Resultados: Con los resultados obtenidos se reportd que la prevalencia del serovar
mas comun en nuestra poblacién mexicana fue el F (38.1%), seguido del E (27.3%)
y D (18.2%) en los cuales, el serovar F se presentdé con predominio en hombres,
mientras que el serovar E fue prevalente en ambos sexos y el D en mujeres. Los
patdégenos concomitantes mas comunes encontrados fueron Ureaplasma spp

(22.7%), Mycoplasma spp (13.6%) y Haemophilus spp. (9.1%).

Conclusién: Los serovares o genotipos de Chlamydia trachomatis fue diversa en
la poblacion estudiada; ademas, se observo que el sexo juega un papel importante
en el aislamiento de estos. En sintesis, la vigilancia epidemiologica va mas alla de
la simple deteccion de CT para el desarrollo de medidas preventivas y disminuir las

complicaciones sexuales y reproductivas.
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ABSTRACT

Background: Chlamydia trachomatis (CT) is the most common non-viral STl in the
world. Therefore, its detection and identification of serovars are essential for
epidemiological surveillance and the development of prevention methods in our
population. We aimed to demonstrate the diversity and frequency of serovars of
Chlamydia trachomatis in the urogenital tract from Mexican patients.

Methodology: We carried out an observational, prospective and cross-sectional

study through 40 samples positive for CT. For the serovars identification, automated
sequencing and in silico alignment were used. Moreover, the variables like serovars,
sex, aged groups, anatomical sites and, concomitant pathogens, were statistically

analyzed.

Results: We reported that the prevalence of the most common serovars in our
Mexican population were F (38.1%), E (27.3%) and, D (18.2%). Serovar F was the
most prevalent in men, meanwhile, serovar D was in women and, E was equally
prevalent in both genders. The most common concomitant pathogens were
Ureaplasma spp. (22.7%), Mycoplasma spp. (13.6%) and, Haemophilus spp.
(9.1%).

Conclusion: Detecting serovars of Chlamydia trachomatis were diverse in our study
on the Mexican population. Furthermore, we observed that gender plays a central
role in their isolation. In summary, epidemiological surveillance goes beyond the
simple detection of CT to develop preventive actions and reduce sexual and

reproductive complications.
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ABREVIATURAS

ATP: Adenosine triphosphate

CT: Chlamydia trachomatis

CDC: Center of disease control and prevention

DNA: Acido desoxirribonucleico

DIU: Dispositivo intrauterino

EB: Elementary body / cuerpo elemental

EPI: Enfermedad pélvica inflamatoria

ETS: Enfermedad de transmision sexual

LGV: Linfogranuloma venéreo

MOMP: Major outer membrane protein

NG: Neisseria gonorrhoeae

NAATS: Nucleic Acid Amplification Test

NHANES: National Health and Nutrition Examination Survey/ Encuesta de Salud
Nacional y Examen de Nutricion

NGU: Non-Gonococcal Urethritis

PCR: Polymerase chain reaction / reaccion en cadena de la polimerasa

RB: Reticulate body / cuerpo reticulado

RNA: Ribonucleic acid

STD/STI: Sexually transmitted disease/ sexually transmitted infection /
enfermedades de transmision sexual

TWAR: Taiwan acute respiratory agent/ Agente respiratorio agudo de Taiwan

T3S: Tercer mecanismo de secrecion
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GLOSARIO

ANTIGENO: Un antigeno es una sustancia que puede ser reconocida por los
receptores del sistema inmunitario adaptativo

ANTICUERPO: Es una proteina producida por el sistema inmunitario del cuerpo
cuando detecta sustancias dafinas, llamadas antigenos.

ACTINA: Proteina filamentosa del protoplasma celular, que se encarga de conferir
su forma a la célula, fijar las proteinas de membrana, participar en los movimientos
celulares.

BALANITIS: Inflamacién del prepucio y glande

CHOQUE TERMICO: Cambio brusco de temperatura

DISURIA: Miccidn dificil o dolorosa

DISPAREUNIA: Dolor al momento del coito

ERITEMA: Lesidn cutanea que ocasiona enrojecimiento ya sea limitado o extenso
ECTOPICO: Embarazo en el que el évulo fertilizado se implanta fuera del Gtero.
EPI: Infeccidén de los 6rganos reproductores del aparato femenino
INMUNOGENICA: Capacidad que tiene un antigeno de activar el sistema
inmunitario e inducir una respuesta inmune

INFERTILIDAD: Enfermedad del sistema reproductivo masculino o femenino
definida por la imposibilidad de lograr un embarazo después de 12 meses o
mas de relaciones sexuales regulares sin proteccion

LEUCORREA: Flujo de una secrecion blanquecina, amarillenta o verdosa de la
vagina de la mujer que puede ser normal o que puede ser un signo de infeccién
ORNITOSIS/ PSITACOSIS: Es una enfermedad infecciosa que suele ser
transmitida a los humanos por las aves pertenecientes a la familia de los loros, los
pavos y las palomas.

PCR: Es una técnica rapida y econémica que se utiliza para "amplificar" (copiar)

pequefios segmentos de ADN.
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PEPTIDOGLUCANO: El peptidoglucano, también conocido como mureina, es uno
de los componentes principales presentes en la pared celular de la mayoria de las
bacterias. Su principal funcion es preservar la integridad de la célula y resistir a la
turgencia.

SECUENCIACION AUTOMATIZADA: Determinar el orden de los cuatro
componentes basicos quimicos, llamados "bases", que forman la molécula de ADN
TRACOMA: Una enfermedad ocular que resulta de la infeccion por Chlamydia

trachomatis

X1
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MARCO TEORICO

Se ha reportado en la literatura que la identificacién de los serovares son de gran
importancia ya que tiene una implicacion en la clinica, debido a que cada poblacion
en cualquier parte del mundo tienen sus distintos serovares; uno de los autores del
grupo de trabajo de Brasil demostr6 a través de secuenciacion que se identificaron
distintos serovares en su poblacién analizada en el cual ellos utilizaron 154
muestras endocervicales de mujeres que acudieron al hospital de Belem del 2012
al 2013. Las muestras utilizadas se sometieron a extraccién de ADN a través del
proceso PCR en el cual pudieron obtener de esas 154 muestras solo 17 muestras
positivas a CT esas muestras fueron secuenciadas, lo cual permitié conocer que los

serovares mas comunes en esa poblacion fueron E, F, G.

Otros estudios han descrito una diversidad en serovares, tal como ocurrié en una
comunidad australiana donde se analizaron 401 muestras de pacientes positivos a
CT, reportando que los serovares mas frecuentes fueron E, F y D Este estudio tuvo
resultados comparables con el de Brasil; sin embargo, el tercer serovar mas
frecuente fue divergente. En México se identificé una nueva variante de CT en 69
muestras positivas a CT tomadas de pacientes mexicanos disefiaron
oligonucledtidos especificos que identificaron en la delecion de 377 pb en ORFA1,
y deteccién de un tandem de 44 pb repetidos en ORF3; tal como ocurre con la
nvCT-sueca, la cual fue utilizada para el proceso metodoldgico. Las muestras con
la delecion fueron genotipificadas mediante los genes de la proteina principal de la
membrana externa A (ompA) y de la proteina polimorfica de membrana H (pmpH).
Se obtuvo que la nueva variante de CT en pacientes mexicanos es perteneciente al
serovar D, esto reporta que en la poblacion mexicana existe una nueva variante
nvCT; la poblacién mexicana tiene una proporcion mayor de casos de la nueva
variante, a la reportada por Yeow en mujeres de Malasia y por Ann en
Massachusetts, EE. UU.

XII
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Contrastando y comparando esta informacién, claramente se avista la importancia
de conocer los tipos de serovares. Lo cual aportara un conocimiento sobre los
distintos serovares que existen y aquellos que llegan a predominar en nuestra
poblacion. Teniendo conocimiento sobre que serovares predominan en nuestra
poblacién se podra llegar a dar un diagnostico oportuno ya que se tiene un
conocimiento mas amplio y certero con respecto al patogneno, asi como su
diversidad de serovariedad y las afectaciones clinicas que este puede llegar a
manifestar. Aunado a esto se podra dar un tratamiento y una prevencién oportuna
hacia nuestra poblacion. Tambien el fomentar la induccion de creacion de vacunas
especificas para cada tipo de serovar o para el serovar de mayor prevalencia que
este presente en nuestra poblacion.

XIII



MARCO REFERENCIAL

Este proyecto se enfocé en describir la variacion de los serovares de CT en
muestras urogenitales donadas al area de enfermedades de transmision sexual en
el laboratorio sede, CENTRAL ADN S.A. de C.V. Se analizaron 40 muestras
positivas a CT para encontrar cuales de esas muestras eran viables para
secuenciacion y conocer cuales son los genotipos o serovares de mayor prevalencia
en las muestras donadas al laboratorio,esto se llevé a cabo mediante un disefio
observacional, prospectivo y transversal. Este proyecto de investigacion pretende
demostrar que una prueba diagndstica para CT debe identificar el tipo de serovar
que esta presente en la muestra analizada, y conocer la ecologia de la infeccion
debido a que existen diversos tipos de serovares o genotipos en nuestra poblacion
y respaldar el desarrollo de vacunas.

Debido a que este proyecto se enfocé en conocer cual fue el genotipo o serovar
mas frecuente en las muestras urogenitales donadas al banco del laboratorio
Central ADN es importante el conocer que es chlamydia, como se detecta y que
complicaciones puede esta llegar a presentar en el ser humano, por eso cabe
mencionar que chlamydia es un patdégeno notificado con mayor frecuencia a nivel
mundial y consta de varias especies, Chlamydia psittaci, Chlamydia pneumoniae y
Chlamydia trachomatis que pertenecen a la familia de Chlamydiaceae.Chlamydia
trachomatis (CT) es la de mayor importancia, ya que se transmite a través de
cualquier contacto sexual ya sea annilingus, cullingus, coito anal, coito vaginal, entre
otras; asi como, durante el paso por el canal del parto, o cesarea.El campo de
estudio de CT es muy amplio; puesto que, se han descrito serovares o genotipos

con implicaciones clinicas diferentes.
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ESPECIES DE Chlamydia

Chlamydia es un patdgeno intracelular obligado de mayor prevalencia a nivel
mundial; se clasifica en distintas especies, las cuales tienen una implicacion y

manifestacion distinta dependiendo de la mucosa o el area a la que se adhieran.

Chlamydia psittaci: causa ornitosis/psitacosis, una clamidiosis zoonética que

puede ser inaparente, grave, aguda o cronica, y afecta predominantemente aves

de corral y psitacidas; psittaci pertenece a la familia Chlamydiaceae , que se
compone de 11 especies distintas. Las infecciones por psittaci comprometen
significativamente la salud animal. La psitacosis también tiene un aspecto zoonatico
y los casos de transmision de aves a humanos se notifican de forma recurrente.
(Radomski N, 2016). La psitacosis en los humanos a menudo causa sintomas
similares a los de la influenza (cefalea, mialgias,artralgias,escalofrios); puede
provocar neumonia grave y problemas de salud no respiratorios. (Butler, N.D.2018
).

Chlamydia pneumoniae: Anteriormente conocida como TWAR (agente
respiratorio agudo de Taiwan) es uno de los patogenos comunmente involucrados
en la neumonia adquirida en la comunidad y se transmite de persona a persona a
través de gotitas respiratorias sin ningun reservorio animal conocido. También se
ha informado de transmision a través de portadores asintomaticos. El periodo de
incubaciéon puede ser de aproximadamente 3-4 semanas, que es mas que la
mayoria de las infecciones respiratorias. (Gautam J, 2020) No existe un sistema
nacional de notificacién o vigilancia de las infecciones por Chlamydia pneumoniae;
sin embargo, se desconoce el numero real de personas afectadas por la infeccién y

probablemente se subestima. (Ewig, 2011)
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Chlamydia trachomatis: Es una bacteria intracelular obligada gramnegativa, en

humanos como su anfitrion natural exclusivo. Existen diferentes serovares de CT
que afectan al ser humano, agentes etiolégicos de patologias como la ceguera
prevenible, serovares A a C; las infecciones bacterianas de transmision sexual mas
comunes en todo el mundo, serovares D a K, y las infecciones del sistema linfaticos
serovares L1 a L3. La mayoria de las mujeres infectadas permanecen asintomaticas

y, por lo tanto, no buscan tratamiento. (Witkin SS, 2017).

Chlamydia trachomatis

EPIDEMIOLOGIA

La infeccion por CT, a menudo denominada "clamidia" es la infeccion de transmision
sexual notificada con mayor frecuencia en todo el mundo. Actualmente, el Grupo de
Trabajo de Servicios Preventivos de EE. UU, recomienda la deteccion y notificacion
obligatoria de CT para mujeres sexualmente activas menores de 25 afios; sin
embargo, silas mujeres no acceden a la atencion o los médicos no realizan pruebas
de deteccion, muchas infecciones no se diagnostican, no se notifican ni se
tratan. Center of disease control and prevention (CDC) monitorean la prevalencia
poblacional de la infeccion por CT genital a través de la Encuesta Nacional de
Examen de Salud y Nutricion (NHANES). Se ha observado que CT presenta una
variaciones segun la edad y la raza / etnia, con mayor prevalencia entre los negros
no hispanos (5,2%). En mujeres sexualmente activas el rango de edad con mayor
prevalencia es de 14 a 24 afos; este grupo etareo es el principal blanco para
ejecutar las pruebas de screening para CT la poblacion destinataria de las pruebas
de deteccion de rutina, fue del 4,7% en general y del 13,5% entre las mujeres negras
no hispanas, es por ello que, la infeccion por CT comparte diversas presentaciones
clinicas y subclinicas y debido a que, muchas suelen ser asintomaticas, los
proveedores de atencion médica deben examinar de forma rutinaria a las mujeres
jévenes de 25 anos sexualmente activas para detectar la infeccion y brindar

tratamiento inmediato a las personas infectadas. (Elizabeth Torrone, 2014).
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ESTRUCTURA BIOLOGICA DE CT

Los miembros del género Chlamydia son bacterias intracelulares que carecen de
peptidoglicano en su pared celular. CT se caracteriza por tener una morfologia
ovoide de 0.3 a 1 ym de diametro, dependiendo de la etapa en el ciclo de replicacion.
Su envoltura es del tipo gram negativo, que contiene una membrana externa
lipopolisacarido y proteinas. Una diferencia importante es que las clamidias carecen
de la capa de peptidoglicano delgada entre la membrana externa y la membrana
plasmatica. Uno de los datos mas relevantes es que, aunque carece de esta
molécula, estudios gendmicos han demostrado un grupo casi completo de genes

que codifican para la sintesis de peptidoglicano. Ver figura 1.
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Figura 1. Membrana CT. MOMP: proteina principal de la membrana externa; OmcA: Proteina de
membrana externa pequena rica en cisteina; OmcB:polipéptido de membrana externa rico en

cisteina

La membrana externa de CT esta constituida por proteinas de membrana externa
principal (MOMP); que es altamente inmunogénica. CT depende de la célula

hospedera para obtener aminoacidos clave y metabolitos generadores de energia
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como el ATP. El crecimiento intracelular obligado requiere metabolitos provenientes
de la célula hospedera, ya que CT requiere de una fuente de energia segura para

llevar a cabo su ciclo bioldgico.

La homologia del DNA entre CT, C. psittaciy C. pneumoniae es menor de 30%,
aunque analisis de secuencia de rRNA sugieren que comparten un origen comun,
donde las tres especies comparten un antigeno de grupo comun. (Kenneth J,
2017). En el caso de CT tiene tres, cada uno con un tropismo tisular diferente; es
decir,las biovariedades A-C infectan células epiteliales oculares y causan tracoma;
las biovariedades D-K por células epiteliales urogenitales, ocasionando no
gonocodcica (NGU; nongonococcal urethritis), cervicitis mucopurulenta y conjuntivitis
de inclusion, y las biovariedades L1-Ls con una afeccion por los tejidos colorrectales
y genitales, causales de linfogranuloma venéreo (LGV; lymphogranuloma

venereum). (Kenneth J, 2017).
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CICLO BIOLOGICO DE CT

El ciclo biolégico de CT es caracterizado por la presencia de dos distintas
morfologias denominadas cuerpos elementales (EB) y cuerpos reticulados (RB), o.

A continuacion se describe el proceso dentro de la célula huésped.

1. Una vez que los EB liberan CT de células previamente infectadas, estas se
adhieren a las células hospedadoras T, desencadenando la liberacién de
efectores de T3S que participan en el reordenamiento de moléculas de
actina; la interaccion con la via endocitica y modulacion de la célula
hospedadora. su supervivencia CT y respuesta inmunoldgica (~ 0-2 h
después de la infeccion).

2. La inclusion naciente se segrega de la via fagolisosomal, los EB se
diferencian en RB la inclusidon migra a lo largo de los microtubulos a una
region centrosomal perinuclear (~ 2-6 h después de la infeccién).

3. Los RB comienzan a replicarse exponencialmente, lo que lleva a una gran
inclusion que ocupa la mayor parte del citoplasma de la célula huésped (~ 6-
24 h después de la infeccidn).

4. Los RB se vuelven a diferenciar de forma asincrénica en EB (~ 24-48 h
después de la infeccion). Esta ultima fase del ciclo biologico, permite que la
infeccion de CT a otras células huésped se lleve a cabo.

5. Las siguientes dos fases (fase 5 y fase 6) se repiten ya que llevan a cabo el
mismo proceso. Los EB y algunos RB duraderos se liberan por lisis de la
célula huésped o extrusidn (~48-72 h después de la infeccion). En
determinadas condiciones de estrés (antibidticos o citocinas) se produce la
formacion reversible de RB aberrantes, una forma de clamidia similar a la

persistencia.(Joana N. Bugalhdo, 2019) Ver figura 2
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FIGURA 2. Ciclo biolégico de CT. Descripcion del ciclo biolégico de CT, 1; adhesién a la célula
hospedadora; 2; inclusion y diferenciacion de EB a RB; 3; replicacion de RB dentro de la célula
huésped; 4; diferenciacion de RB a EB; 5 y 6; exocitosis liberacion de EB y RB. Tomado de (Joana
N. Bugalh&o, 2019)

TIPOS DE SEROVARES

Un serotipo o serovariedad es una variacion distinta dentro de una especie de
bacteria o virus. CT se clasifica en distintos serovares dependiendo de su variacién
antigénica y la adherencia de su proteina MOMP, los cuales afectan distintos tejidos

humanos, con manifestaciones clinicas distintas.
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(O'Connell, 2016)
AB,BayC TRACOMA

(O'Connell, 2016)
DaK INFECCION UROGENITALES

(O'Connell, 2016)
L1,L3 LINFOGRANULOMA

e Serovares A, B, Ba y C: Este tipo de serovares manifiestan que el tracoma
es una enfermedad ocular grave, descrita como endémica en Africa y Asia. El
tracoma se define por un cuadro clinico que se manifiesta con prurito,
protuberancias en parpados, ardor ocular hasta ocasionar la ceguera total.
(O'Connell, 2016)

e Serovares D-K: Estos serovares han sido ampliamente relacionados con
infecciones del tracto genital e infecciones neonatales. En un 75% son
asintomaticos pero pueden llegar a presentar flujo vaginal distinto, dolor
abdominal en mujeres, mientras que en hombres ocasiona uretritis.
(O'Connell,2016)
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e Serovares L1-L3: Son predominio del LGV, que se correlaciona con la
enfermedad de Ulcera genital en paises tropicales. Se llega a manifestar con
ganglios inflamados en &rea inguinal, edema vy enrojecimiento.
(O'Connell,2016)

Las complicaciones mas importantes asociadas a CT asi como, ceguera

irreversible, infertilidad, LG, entre otras son tratables y prevenibles.

Chlamydia trachomatis Y SUS TROPISMOS TISULARES

CT puede infectar a mujeres. Se ha descrito principalmente en la vagina y cérvix,
mientras que en hombres en el tercio medio de la uretra; sin embargo, diversos
reportes han demostrado que puede localizarse en otros, tales como ano,
orofaringe, intestino, senos paranasales, colon. (Philips, 2019) En el area rectal se
puede encontrar CT debido a diferentes patrones de actividad sexual, sexo
masculino, hombres teniendo sexo con hombres o practicas sexuales como sexo
oral, sexo anal, anilingus.(Batteiger TA, 2019) Se ha reportado en las clinicas de
ETS de Estados Unidos 506 mujeres transgénero y 120 hombres transgénero en
donde informaron que mujeres y hombres dieron positivo a CT en uno o mas sitios
anatémicos. (MA, 2019,). Asi como CT se puede encontrar en area gingival en
personas que han padecido conjuntivitis, preeclampsia, otitis, debido a la
proximidad se ha reportado la presencia de CT en orofaringe en aquellas personas

que practican el sexo oral.(Coronado- Cerda EE, 2020)

A continuacién se presenta una figura del aparato femenino y masculino para poder
localizar el sitio anatomico de los ya mencionados. Ver figura 3
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Figura 3. Aparato femenino (A) y masculino (B)

MANIFESTACIONES CLINICAS

El 75% de los pacientes con deteccién positiva a CT son asintomaticos, con
predileccion en el sexo femenino (Witkin,2017), pero se han descrito signos vy

sintomas que apoyan la clinica para el diagnostico de clamidiasis. :

Tabla 2. Cuadro clinico caracteristico en pacientes positivos a CT

MUJERES HOMBRES
e DISPAREUNIA e URETRITIS NO
e DISURIA GONOCOCICA
e DOLOR ABDOMINAL e BALANITIS
BAJO e SALIDA DE LiQuIDO
e FLUJO ANORMAL ANORMAL
e ERITEMA e ERITEMA

10
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La falta de una deteccion oportuna de CT, esta ligada a distintas complicaciones
clinicas con consecuencias importantes como la enfermedad pélvica inflamatoria

(EPI), infertilidad, embarazo ectdpico, entre otros.

PRINCIPALES COMPLICACIONES DE LA CLAMIDIASIS

ENFERMEDAD PELVICA INFLAMATORIA (EPI)

La (EPI) es una patologia inducida por una infeccion polimicrobiana que involucra
el tracto genital femenino superior, incluido el endometrio, las trompas de Falopio,
los ovarios y el peritoneo; que afecta principalmente a mujeres jovenes sexualmente

activas.

Fisiopatolégicamente, la EPI se origina por el ascenso espontaneo de
microorganismos desde el cuello uterino o la vagina al endometrio derivando en
endometritis, que posteriormente se propaga a las trompas de Falopio y estructuras
adyacentes. Las relaciones sexuales y la menstruacion retrograda son dos eventos
descritos como condicionates en la migracion hacia el tracto genital superior, lo que
provoca dafo inflamatorio supurativo a lo largo de la superficie epitelial de las
trompas de Falopio y los ovarios, esto conlleva a cicatrices, adherencias y
obstruccion. (Philips, 2019)

Se considera una infeccion polimicrobiana debido a que los principales patogenos
de transmision sexual son, Neisseria gonorrhoeae (NG) y CT. Los organismos
infecciosos adicionales incluyen Mycoplasma genitalium y microbiota vaginal

fisiolégica asociada con la vaginosis bacteriana.
Los factores de riesgo para desarrollar EPI son las practica sexuales de riesgo en

la que exista penetracion y/o contacto pene-ano, pene-vagina, pene-boca, pene-

mano-boca, mano-ano-boca o con objetos contaminados (fomites), tener una edad

11
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menor de 25 afios, multiples parejas sexuales; asi como, la pareja y cuadros previos
de EPI. (Ford, 2016,)

Las manifestaciones clinicas de EPI pueden ser inespecificas desde un cuadro
asintomatico hasta cuadros graves de pelvi-peritonitis. Los sintomas con mayor
predominio son el dolor abdominal, leucorrea, sangrado irregular y antecedentes de
DIU. A la exploracion fisica, los datos sugerentes de EPI son el dolor abdominal
bajo, dispareunia, leucorrea, sangrado transvaginal al examen bimanual, dolor al a

la movilizacién cervical vaginal. (MD, 2016)

El diagndstico de EPI se lleva a cabo mediante examenes de laboratorio y de
gabinete, asi como biopsia de endometrio, estudio ecografico pélvico transvaginal,
estudio de laparoscopia y la PCR se solicita para descartar la presencia de NG y
CT (Guia de practica clinica, 2009).

INFERTILIDAD

La infertilidad se define como una enfermedad caracterizada por la imposibilidad de
establecer un embarazo clinico después de 12 meses de relaciones sexuales
regulares sin proteccion, o debido a un deterioro de la capacidad de reproduccion

de una persona, ya sea como un individuo o con su pareja. (Tsevat DG, 2017)

CT ascendente no tratada puede provocar un dano irreversible en las trompas de
Falopio, incluidas las oclusiones tubaricas proximales y distales que conducen a la
infertilidad. La mayor cantidad de proteina de choque térmico (hsp60) sintetizada
por CT induce una respuesta inmune proinflamatoria en el epitelio de las trompas
de Falopio humano, lo que resulta en cicatrices y oclusion tubarica. CT esta
asociado con un riesgo significativamente mayor de infertilidad tubarica en mujeres,
independientemente de la infeccion que invoca los sintomas clinicos. (Tsevat DG,
2017)

12
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EMBARAZO ECTOPICO

Esta patologia se define como la implantacién de un embridon fuera de la cavidad
uterina; tales como, el ovario; aunque el sitio ectépico mas comun son las trompas

de Falopio, en las porciones ampolla, infundibular e istmica.

Las causas de embarazo ectépico pueden ser la destruccion anatémica e
histolégica de las trompas de Falopio, defecto congénito en las trompas,
cicatrizacion después de una ruptura del apéndice, endometriosis, entre otros. El
dafo a las trompas de Falopio, generalmente es secundario a la inflamacion, induce
una disfuncion tubarica que puede resultar en la retencién de un ovocito o embrién.
El embarazo ectopico se manifiesta con su triada clasica dolor, sangrado vaginal y
amenorrea; también pueden presentar nauseas, vomito y diarrea, aunque estos

ultimos son poco comunes. (Mummert T, 2020).

METODOS PARA DETECTAR CT

CAMPO CLARO

El campo claro es aquel en el cual la luz que emite la fuente de iluminacion del
microscopio es Opticamente conjugada con el plano de la muestra a través de las
lentes del colector y el condensador. Una vez que la luz interacciona con la muestra,
la luz reemitida por ella se conjuga 6pticamente con el plano del observador para
formar la imagen empleando para ello la lente objetivo y la lente ocular. La imagen
de la muestra en el plano del observador es magnificada y el grado de aumento es
caracterizado por el factor de aumento total.Para la detecciéon de CT con esta
técnica se utiliza tincidon de Wright o Giemsa para poder tefir los nucleos del
patdgeno y que estos puedan ser observados a través del microscopio y detectar la

presencia del patogeno. (Altamirano, noviembre 2015)
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Figura 4. Método de deteccion de CT por campo claro:Técnica llevada a cabo con microscopia

de luz, con tinciones de Wright o Giemsa que ayudan a detectar a la bacteria de CT tifiendo su nucleo

ELISA: INTERACCION ANTIGENO-ANTICUERPO

ELISA es un ensayo bioquimico analitico sensible y especifico utilizado para la
deteccion y analisis cuantitativo o cualitativo de un analito, descrito como ser
cualquier sustancia especifica, ya sea una proteina especifica o un complejo
multiproteico o biomolecular).

ELISA se basa en la produccién de anticuerpos antigenos especificos, ya sean
monoclonales o policlonales. (GN., 2017)

Con esta técnica (en sangre, plasma) se pueden marcar los anticuerpos de
deteccién con radiois6topos que proporcionan una forma indirecta de cuantificar una
proteina midiendo la radiactividad. Alternativamente, la cuantificacién indirecta se
puede realizar midiendo la sehal que se produce cuando se utiliza el sustrato
apropiado, con anticuerpos que son ligados quimicamente a enzimas bioldgicas.
Del mismo modo, la etiqueta de fluorescencia permite la cuantificacion indirecta de
proteinas unidas quimicamente con un tinte fluorescente midiendo los rendimientos
cuanticos de fluorescencia y comparandolo con un estandar. Generalmente, ELISA
tiene una buena sensibilidad con un limite de deteccion / limite de cuantificacion

(LOD /LOQ) hasta una escala de nanogramos mas baja.

La deteccion de CT mediante ELISA con casset se basa en el reconocimiento y la
unidn especifica de ese antigeno (alérgeno potencial), que se conoce como ligando,
a un anticuerpo especifico. La unién alérgeno-anticuerpo depende de la solubilidad

e integridad de la proteina. Estos anticuerpos especificos de antigeno pueden

14
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reconocer un epitopo particular en un alérgeno en el caso de CT la prueba
reconoceria como antigeno COMP (Complexes of Outer Membrane Proteins) de CT
para hacer la deteccion del patégeno (Vircell Microbiologist, 2018,)

Existen diversas marcas de kits para la detecciéon de CT con casset, asi como,
Certum diagnostics, Eligene, Xerion, Right sign, entre otras. Ver figura 5
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Figura 5. Cassette de detecciéon para CT. Pruebas rapidas.

DETECCION DE CT POR NAAT’s

La reaccion en cadena de la polimerasa (PCR) es un estudio de amplificacién de
acidos nucleicos conocido como NAAT’s fue desarrollada en 1983 por Kary B.
Mullis, un bioquimico estadounidense que gané el premio nobel de Quimica en
1993 por su aportacion. Es una técnica que se utiliza para hacer numerosas copias
de un segmento especifico del ADN en forma rapida y precisa. La PCR permite que
se puedan obtener grandes cantidades de ADN que se requieren para distintos
experimentos y procedimientos meédicos, forenses, de biologia molecular, entre

otros.
La deteccion de CT por PCR consta de tres pasos para llevar a cabo su proceso de

amplificacion, la muestra sospechosa a CT es sujeta extrayendo del material

genético o DNA. Este material genético purificado sera el blanco para que los

15
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oligonucleétidos se acoplen y el amplicon de interés se pueda detectar, ver figura 6.
El numero de copias se multiplica de manera exponencial conforme ocurre cada
ciclo de tres pasos.

DNA primers DNA nucleotides
- - polymerase (dTTP, dCTP, dATP, dGTP)
| arent oNA  [EE Rl Tag h § ﬁ
Step 1_ DNA template strand d
denaturing . ) ] ]
Step 2:
annealin: . 3 5
two DNA strands 9 tsscbtg)gn?pf)IiDﬁZQ iy

(55°C) & 3

o Bl g

new DNA strands

four DNA strands

repeat cycle
(20-40 times)

(oo ¢l) BuizisayiuAs :¢ ders

© Encyclopaedia Britannica, Inc.

Figura 6. Proceso PCR. Paso 1; material genético purificado; 2; desnaturalizacion del ADN; 3;
alineacion de temperatura; 4; elongamiento del ADN (Britannica, 2019)
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PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

¢, Cual fue el genotipo mas frecuente de CT en muestras urogenitales donadas al
banco de muestras del laboratorio CENTRAL ADN SA DE C.V.?

HIPOTESIS

La frecuencia de los genotipos de Chlamydia trachomatis es diversa en las muestras
urogenitales analizadas en el laboratorio.

JUSTIFICACION

La genotipificacion de CT tiene una alta relevancia a nivel epidemiolégico y clinico
debido a la distribucidon temporal y geografica de las cepas en todo el mundo; lo cual
tiene implicaciones en el desarrollo de vacunas, en la vigilancia epidemiolégica y en
la resistencia a los microbianos. Aunado a esto,la genotipificacion de CT por NAAT’
s ofrece la posibilidad de validar un panel que identifique estas cepas que
posteriormente pueden revelar vias de transmision y asociaciones con diferentes

tropismos tisulares y patogenicidad en el tracto urogenital.

OBJETIVOS

OBJETIVO GENERAL

Demostrar la diversidad de los genotipos de CT en tracto urogenital de las muestras
donadas al banco de muestras de CENTRAL ADN SA. DE C.V.
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OBJETIVOS ESPECIFICOS

*Generar una base de datos de las muestras positivas de CT derivadas del
banco de muestras donadas al laboratorio de CENTRAL ADN SA DE C.V.

*Estandarizar y validar las condiciones de amplificacion de los

oligonucledtidos sintéticos especificos para la genotipificacion de CT

+ldentificar los genotipos (A, B/Ba, C, D/Da, E, F, G/Ga, H, l/la, J, K, L1, L2,
L2ayL3)de CT

*Calcular la prevalencia de los genotipos de CT en las muestras analizadas
donadas al banco de CENTRAL ADN SA DE C.V.

*Correlacionar los genotipos de CT con los patdbgenos concomitantes en las
muestras donadas al banco de CENTRAL ADN SA DE C.V.

MATERIAL Y METODOS
TIPO Y CLASIFICACION DEL ESTUDIO

La investigacion se llevé a cabo con el método observacional, en el cual se obtuvo
un registro sistematico y objetivo de contrastacion de hipotesis, la replicabilidad de
sus resultados y contribuye al desarrollo tedrico al proporcionar resultados validos.
Con un tipo de disefo prospectivo y transversal que con su estudio se podra dar

seguimiento a corto y largo plazo para el analisis de la evolucion de casos de CT.

UNIVERSO O POBLACION

La poblacién o universo de estudio fueron todos aquellos pacientes que donaron
sus muestras ya sea de cervix,uretra,glande entre otras al departamento de
enfermedades de transmision sexual del laboratorio central ADN. No se hizo
distincién de sexo. La edad minima fue de 18 afios, con una maxima de 60 afios de
edad.
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MUESTRA

El muestreo fue casual, se realizd con una poblacion incidental el cual arrojé un
resultado variado con el que se pudo analizar diferentes edades , patdogenos
concomitantes. Se analizaron 2100 muestras de ETS en el cual 40 fueron
positivas a CT y solo 26 muestras de las 40 fueron viables para

secuenciacion.Ver figura 8.

DEFINICION DE LAS UNIDADES DE OBSERVACION

e Muestras positivas a CT por técnica de PCR
e Unidad de analisis: Muestras urogenitales de pacientes donadores positivos

a CT por biologia molecular.

CRITERIOS
Tabla 3. Criterios de inclusion,exclusién y eliminacion
Criterios de inclusion Criterios de exclusion Criterios de eliminacion
Muestras de pacientes  Muestras de pacientes Que el material genético
donadores positivos a CT donadores negativos a CT obtenido de Ila muestra
consentida presente
degradacion.
Muestras de hombres vy Que al obtenerse el resultado
mujeres mayores a 18 afios final, se demuestre ausencia

del material genético.

Que no se tenga muestra
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DEFINICION DE VARIABLES Y UNIDADES DE MEDIDA

A continuacion se enumeran las principales variables estudiadas

Tabla 4. Variables y unidades de medida

biologia molecular de los
genotipos (A, B/Ba, C,
D/Da, E, F, G/Ga, H l/la,
J, K, L1,L2, L2ay L3)

Definiciéon de la
Variable Escala de mediciéon Unidad de mediciéon
variable
Variable Independiente
Genotipos de CT Identificacion por|Cualitativa politdmica A, B/Ba, C, D/Da, E , F, G/Ga,

H,MlaJ,K, L1,L2L2a Y L3

Variables Dependientes
EDAD DEL PACIENTE |[Tiempo que ha vivido|Cuantitativa continua e 14-18
una persona contando o 18-24
desde su nacimiento en e 24-35
afos e 3545
e 4560
SEXO Sin distincion de sexo  |Cualitativa nominal e Mujeres
dicotomica e Hombres
PATOGENOS Patdgenos presentes enNominal dicotémica e Neisseria gonorrea
CONCOMITANTES el mismo periodo de e Mycoplasma spp
tiempo e Candida spp.

e Ureaplasma spp.
e Trichomonas vaginalis
e HSV1y2

Tabla 4: HSV (Virus del herpes simple)
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SELECCION DE LAS FUENTES, METODOS, TECNICAS Y
PROCEDIMIENTOS DE RECOLECCION DE LA INFORMACION

TECNICAS DE BIOLOGIA MOLECULAR

Estas técnicas estdn basadas en fundamentos internacionales y validados.
Brevemente, las muestras colectadas en medios de transporte universal (UTM), son
sujetas a la extraccidn de material genético mediante la técnica con proteinasa Ky
temperaturas de ebullicion. Para la deteccion de CT por secuenciacion

automatizada.

FLUJO DE TRABAJO PARA LA CAPTACION, TOMA DE LAS MUESTRAS Y SU
POSTERIOR PROCESAMIENTO MEDIANTE TECNICAS DE BIOLOGIA
MOLECULAR.

{ Identificar muestras positivas al patogeno J

Generar una base de datos con muestras positivas al
patogeno

{ Analizar PCR de la secuencia para genotipificacion J
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Secuenciar la automatizacion del gen
ompA

Establecer la frecuencia de los genotipos en las
muestras analizadas

Tabla 5. Oligonucleétidos y secuencias para la amplificacion del gem

OmpA codificante para la proteina MOMP

KLS TTTGCCTTAA (Mahony, 1993)
CCCCACCAT
T

KL6 CGTCCTTCC  (Mahony, 1993)
TA AGATA

P1 ATG AAA CTC (Ngandijo, 2004)
TTG AAA TCG
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OMPA OMP2 CTC AAC TGT (Ngandijo, 2004)
GAC TGC GTA
TTT

OMP MOMP 87  TGAACCAAG  (Stothard D, 1998)
CCTTATGATC
GACGACGGA

OMPA RVS TCTTCGAYTT (Stothard D, 1998)
TAGGTTTAGA
TTGA

Gen:Es una unidad de informacién en un locus de acido desoxirribonucleico que codifica un producto

geénico, ya sea proteinas o ARN

METODOLOGIA
IDENTIFICAR MUESTRAS POSITIVAS AL PATOGENO

Para la identificacion de muestras positivas de CT, Central ADN, el laboratorio
donde se ejecutd el proyecto, cuenta con un area especifica de muestras y
derivados (material genético restante de la muestra después de haber procesada)
perteneciente al area de ETS. Primeramente se identificaron las placas de analisis
a las que las muestras positivas a CT pertenecen, tal como se muestra en la figura
7.

Identificar las Separacion de CT
placas de ETS positivas

Analizar 2100
muestras para la
identificacion de CT
positivas

Figura 7. Flujo de identificacion de muestras positivas a CT. Paso 1; identificar placas ETS; 2;

identificacion de CT positivas; 3; separacion de CT
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GENERAR UNA BASE DE DATOS CON MUESTRAS POSITIVAS AL PATOGENO

Se generod una base de datos con todas las muestras positivas a CT localizadas.
Para considerar candidata un cédigo de muestra reportada con un resultado positivo
a CT, debia estar presente al menos el derivado o en su defecto muestra del
paciente; es decir, aquellas muestras o derivados que no era visibles en el tubo, se

descartaron.

EJEMPLO DE BASE DE DATOS

No de|ld Placa |sexo |Si hay|Si hay|Es Otros Sitio
muestra | muestrasa muestra | derivado | viable patogenos | anatomico
1 Sa12229 | PI3450 | F Si no Si ureaplasma | cervix

ESTANDARIZACION DE PCR PARA LA GENOTIPIFICACION DEL SEROVAR

Las muestras positivas a CT se sometieron a la técnica de PCR, el cual permite
generar muchas copias de una secuencia blanco para posteriores aplicaciones en
biologia molecular. En breve, nuestro proceso de PCR consté de la separacion de
la muestra, la cual fue colocada en un microtubo de 200 ul, al cual se le agregaron
la 1 unidad de Taq polimerasa, dNTP’s, MgCl2, agua grado molecular.
Posteriormente, se colocaron en el termociclador, donde la temperatura de
desnaturalizacion fue de 95 °C durante 1 minuto, seguido del alineamiento a 58 °Cy
finalmente con una ronda de 72 °C para la elongacion del material genético; estos
ultimos 3 pasos se llevaron a cabo durante 35 ciclos consecutivos. Una vez
terminado el programa de PCR, los amplicones fueron visualizados en un gel de
agarosa al 2% a través del fotodocumentador Enduro (USA). Para corroborar que

el amplicdn correspondia al tamafio esperado, en el gel se utilizé una escalera de
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100 pares de bases (bp). Por ultimo, con base en estas imagenes de los amplicones
y las muestras viables, se seleccionaron aquellas muestras viables para la
secuenciacion automatizada en el laboratorio Macrogen Inc. (Seoul, KR). Una vez
obtenida la secuencia de los amplicones en formato FASTA, esta se analizd
mediante la plataforma nBLAST (https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi (Aleksandr

2008 ) (Zhang,2000) con el objetivo de conocer a qué serovar o genotipo pertenece

esa muestra analizada.
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ANALISIS ESTADISTICO

El analisis estadistico se realiz6 mediante el programa IBM SPSS Version 25 para
Windows. Para la distribucion de las variables cualitativas categoricas y dicotdmicas
se describi6 mediante frecuencias y porcentajes. Las variables cuantitativas
continuas se describieron como medias * desviacion estandar bajo el supuesto de
distribucién normal y homogeneidad de varianzas. Los datos de las variables
cualitativas se registraron y analizaron en tablas de contingencia. Los datos
discretos se compararon en un analisis univariado mediante la prueba Chi-Square
(X?) y la prueba exacta de Fisher. El nivel de significancia se establecié con un valor
de P <0.05. Vertabla 6

Tabla 6 Analisis Estadistico

Variables cualitativas categoricas y Variables cuantitativas continuas

dicotomicas
Se utilizaron frecuencias y porcentajes = Se utilizo medias + desviacion estandar

Registro de datos fue en tablas de

contingencia

Datos discretos se compararon en un analisis univariado mediante la

prueba Chi- Square y la prueba exacta de Fisher
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ASPECTOS BIOETICOS

Los procedimientos para la obtencion de las muestras se apegaron a las normas
eticas de la Ley General de Salud en Materia de Investigacion y a la Declaracion de
eticos de la Investigacion en Seres Humanos Capitulo |, Disposiciones Comunes,
Articulo 13 y 14.- En toda investigacién en la que el ser humano sea sujeto de
estudio, deberan prevalecer el criterio del respeto a su dignidad y la proteccion de
sus derechos y bienestar.
Esta investigacion se considera como riesgo minimo de acuerdo con el articulo 17,
Capitulo 1, seccién I, de la Ley General de Salud en Materia de Investigaciéon y en
cumplimiento con los aspectos mencionados en el Articulo 21.

De igual manera se protegio la confidencialidad de los registros que pudieron
identificar a los sujetos del ensayo, respetando la privacidad, integridad y las normas
de confidencialidad. El trabajo representé el extracto del proyecto de investigacion
perteneciente a la linea de investigaciéon Enfermedades Infecciosas en laboratorios
Central ADN S.A. de C.V. Todas las muestras colectadas, fueron obtenidas

mediante la carta de consentimiento informado.
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RESULTADOS

MUESTRAS CLINICAS POSITIVAS ACT

Para identificar las muestras positivas a CT, se encontré que con base en los
resultados de ETS basico ejecutados en el laboratorio de CENTRAL ADN SA DE
C.V Ver figura 8 y la tabla 7.

1.Seidentificaron las placas a
ETS

2.Se revisaron 2100 muestras
para identificar las positivas a CT

3. Las 40 muestras positivas a CT
que se identificaron se colocaron
en una caja independiente para
su almacenamiento

4.Las muestras positivas a CT
cada una de ellas se analiz6é edad,
sexo,sitio anatdomico, entre otros

5.Se realizé una base de datos
con las 40 muestras positivas a
CT

6.Se realizé la estandrizacion de
la temperatura para analizar que
muestra era viable para
secuenciacion
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7.Las muestras positivas a Ct no
viables se eliminaron de la base de
datos de las cuales de 40 muestras

al final solo 26 fueron viables

8.Las 26 muestras se enviaron a
secuenciar de las cuales solo 22
fueron viables

9.Muestras totales secuenciadas y
viables 22

Figura 8. Proceso de selecciéon de muestras CT

Tabla 7. Base de datos CT muestras positivas

q "'::;::a Id muestra | Edad Sexo
Resultado ETS
Solicitud COMPLETO |vreaptas | 1. | | Chlamyd] | Mycopla Trepone | Haemop | S. | Kebsiell
sitio anatémico firmada (Si o 1= POSITIVO Candida | ma spp. vaginalis | gonorrh ) 1= sma spp. | MCV 1= paitidum hilus aureus | aspp.
HOMBRE= 1 No) 2=NEGATIVO spp.1= 1= 1= | oeae1=| TN ST 1= | Positiv 2um| spp. 1= | 1= 1=
MUJER= 2 Positiv Positiv | Positiv | Positiv Positiv 2 Positiv | 2=negati Positiv Positiv ) Positiv A Positiv ]
2 negativo 2 2 2 2 negativo | 27793t | w0 | | 2=negati| 2=negati| 2=negati
5 negativo | negativo | negativo | 2. vo o vo vo vo
3 SA12229 1 UJER CERVIX
4 SA10093 8 UJER CERVIX
5 SA12616 34 UJER CERVIX
6 4 AASB65 HOMBRE LANDE
7 AADS839 40 JER CERVIX
8 SAD6792 3 UJER CERVIX
9 SAD6854 6 UJER CERVIX
10 8 SAS865 HOMBRE LANDE
1 9 SA11191.1 HOMBRE LANDE
12 10 SA11846 9 HOMBRE LANDE
13 11 SA12049 X MUJER CERVIX St 1 2 2 2 2 1 2 2 2 2 2 2 2
14 12 SA10308 X HOMBRE URETRAL st 1 2 2 2 2 1 2 1 2 2 2 2 2
15 13 SA11816 X MUJER CERVIX St 1 2 2 2 2 1 2 2 2 2 2 1 2
16 14 SA12617 29 HOMBRE URETRAL st 1 2 1 2 2 1 2 2 2 2 2 2 2
17 15 SA11112 29 HOMBRE URETRAL St 1 2 2 2 2 1 2 1 2 2 2 2 2
18 16 SA10097 X HOMBRE URETRAL St 1 2 2 2 2 1 2 2 2 2 2 2 2
19 17 SA10347 X MUJER CERVIX SI 1 2 2 2 2 1 2 1 2 2 2 2 2
20 18 SA10076 29 MUJER CERVIX SI 1 2 1 2 2 1 2 2 2 2 1 2 2
21 19 AC2900% 23 MUJER CERVIX SI 1 2 2 2 2 1 2 2 1 2 2 2 2
22 20 SA12369 X MUJER CERVIX SI 1 2 2 2 2 1 2 2 2 2 2 2 2
23 21 26449 28 HOMBRE GLANDE St 1 2 1 2 2 1 2 2 2 2 1 2 2
24 22 SA11928 X HOMBRE GLANDE SI 1 2 2 2 2 1 2 2 2 2 2 2 2
25 23 AAB554 19 HOMBRE GLANDE St 1 2 1 2 2 1 2 2 2 2 1 2 2
26 24 SA12059 X HOMBRE URETRAL St 1 2 2 2 2 1 2 2 2 2 2 2 2
27 25 SA12206 X HOMBRE URETRAL st 1 2 2 2 2 1 2 2 2 2 1 2 2
28 2 SA11652 29 HOMBRE URETRAL St 1 2 1 2 2 1 2 2 2 2 2 2 2
29 27 SA11816 X MUJER CERVIX St 1 2 2 2 2 1 2 2 2 2 2 1 2
30 28 SA10283H 35 MUJER CERVIX St 1 2 2 2 2 1 2 2 2 2 1 2 2
31 29 SA11048 X MUJER CERVIX Sl 1 2 1 1 2 1 2 2 2 2 2 2 2
32 30 SA12156 X MUJER CERVIX SI 1 2 2 2 2 1 2 2 2 2 2 2 2
33 31 SA12089 34 HOMBRE GLANDE St 1 2 2 2 2 1 2 2 2 2 1 2 2
34 32 SA11191 X MUJER CERVIX SI 1 2 2 2 2 1 2 2 2 2 2 2 2
35 33 SA11613 X MUJER CERVIX SI 1 2 2 2 2 1 2 2 2 2 2 2 2
36 34 SA11047 X HOMBRE URETRAL SI 1 2 2 2 2 1 2 2 2 2 2 2 2
37 35 SA12186 X HOMBRE URETRAL S1 1 2 2 2 2 1 2 2 2 2 2 2 2
38 36 29058 21 URETRAL B 1 2 2 2 2 1 2 2 2 2 2 2 2

ETS: enfermedad de transmisién sexual, base de datos que consta de no. muestra, id muestra, edad,

sexo, sitio anatdmico, patdbgenos concomitantes.
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DETECCION DEL GEN OmpA E IDENTIFICACION DEL SEROVAR
DE CT

Para conocer el serovar de CT, se requiere la amplificacion de la secuencia blanco,
que en el estudio, corresponde al gen Ompa, mediante la utilizacion de los
oligonucleétidos MOMP 87+ RVS y P1 + OMP2. Ambos pares de oligonucleétidos
lograron amplificar la secuencia blanco; sin embargo, la amplificacion del amplicén
con los oligos o P1+ OMP2 necesitan un nivel de pureza para su amplificacion, a
diferencia del par de oligonucleétidos MOMP 87 + RVS con base en este resultado,

este analisis fue sometido a secuenciacion automatizada para la identificacion del

serovar. ver figura 9 .

Figura 9. PCR en punto final del gen ompA) M: Ladder 100bp marker (iNtRON Biotechnology,
KR); 1: negative control (molecular grade water); muestra 10352 P2 (5) y 10352 P2 (6)
(duplicado)positiva utilizando los oligonucleétidos P1 + OMP2; seguido de un C- y las muestras
10352 E2 (10) y 10352 E2 (11) (duplicado) positiva utilizando los oligonucleétidos MOMP 87 + RVS;
Estandarizacion de temperatura de oligos MOMP 87+RVS Y P1+OMP2
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Ay,
£

12 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 ¢

Figura 10. Muestras positivas a CT, estandarizacién MOMP 87 + RVS. PCR en punto final del
gen ompA) M: Ladder 100bp marker (iNtRON Biotechnology, KR); 1: negative control (molecular
grade water); muestras positivas a CT 3, 5, 6 y de la muestra 9-14, estandarizacién de los
oligonucleétidos MOMP 87 + RVS

Posteriormente, los amplicones fueron enviados a secuenciacion automatizada al
laboratorio MACROGEN (Seoul, KR). Una vez las secuencias enviadas en formato
FASTA, se utilizd el programa nBLAST (htips://blast.ncbi.nim.nih.gov/Blast.cqi)

program para analizar la secuencia y obtener la identidad de los serovares con otros

reportados en GenBank (https://www.ncbi.nim.nih.gov/genbank/), para definir el

serovar al que pertenece la muestra positiva a CT, Ver figura 11.
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m blastp blastx tblastn tblastx

BLASTN programs search nucleotide databases using a nucleotide query. more...
Enter Query Sequence
Enter accession number(s), gi(s}, or FASTA sequence(s) @ Cloar Query subrange @
GCTCAATCTTCATCTTAATTCGGATCTCGTTCGATTTCCCCTCGTCTTTT H I: S—
CTGGATCATCGATCAATATCCATCGATTTCTCGTCGGTTCATTCTCTTTT Erom Mevcolomis addat oithe
GTTATTTGTCTTCTCTCACTCGATTCTTTAGTCGCTCTTACATTCGATCG Description Table  Now
TCGTq : S S 4 T ] Click ‘Select Columns' or ‘Manage i
Columns’,
Or, upload file No se eligié archivo €@

Job Title [ |

Enter a descriptive title for your BLAST search @
0 Align two or more sequences @

Choose Search Set

Database @ Standard databases (nr etc.): O rRNA/ITS databases O Genomic + transcript databases O Betacoronavirus
Nucleotide collection (nr/nt) v @

Organism

Q:gom [ Enter 2me or id > suggested ][] exclude (Add organism )
Enter organism common name, binomial, or tax id. Only 20 top taxa will be shown @

Exclude [ Modets (xmixP) [ ur i tal sample

Optional

Limit to O Sequences from type material

Optional

Entrez Query | | Youlllll) Create custom

Optional

Enter an Entrez query to limit search e

Program Selection

Optimize for @ Highly similar sequences (megablast)
O More dissimilar sequences (discontiguous megablast)

O Somewhat similar sequences (blastn)
Fhnnca a RI AQT alnarithm 3

B)

Sequences producing significant alignments Download ~ [ Select columns  Show @
select all 100 sequences selected GenBank Graphics Distance tree of results [EIMSA Viewer

Max Total Query E Per.

Dasciption Sde"ﬁﬁf hare Score Score Cover value Ident Am'.Len Accession
v v v v A4
Chlamydia trachomatis F1_730 ompA gene for major outer membrane protein, partial cds Chlamydia trach... 974 974 95% 0.0 99.08% 1020 LC498602.1
Chlamydia trachomatis ompA gene, major outer membrane porin, partial sequence, isolate: 269 Chlamydia trach... 974 974 95% 00 99.08% 1024 LC269944.1
Chlamydia trachomatis ompA gene, major outer membrane porin, partial sequence, isolate: 228 Chlamydia trach... 974 974 95% 00 99.08% 1021 LC269942.1
Chilamydia trachomatis ompA gene, maijor outer membrane porin, partial sequence, isolate: 65 Chlamydia trach... 974 974 95% 0.0 99.08% 1030 LC269934.1
Chlamydia trachomatis ompA gene, partial sequence, isolate: 664m Chlamydia trach... 974 974 95% 0.0 99.08% 1040 LCO031856.1
Chlamydia trachomatis serovar F major outer membrane protein gene, partial cds Chlamydia trach... 974 974 95% 0.0 99.08% 1185 JN795437.1
Chlamydia trachomatis isolate Saratov F1/61.26-M47 major outer membrane protein (ompA) gene, partial cds Chlamydia trach... 974 974 95% 0.0 99.08% 1162 KU963178.1
Chlamydia trachomatis strain F-6088, complete genome Chlamydia trach... 974 974 95% 0.0 99.08% 1042738 CP015308.1
Chlamydia trachomatis isolate F/L1bf major outer membrane protein (ompA) gene, complete cds Chlamydia trach... 974 974 95% 00 99.08% 1188 KM369937.1
Chlamydia trachomatis isolate F/U29bf major outer membrane protein (ompA). gene, complete cds Chlamydia trach... 974 974 95% 00 99.08% 1188 KM369936.1
Chlamydia trachomatis strain F/CS847/08, complete genome Chlamydia trach. 974 974 95% 0.0 99.08% 1043080 CP010589.1
Chlamydia trachomatis ompA gene for major outer membrane protein, partial cds, strain: F/UW-6/CX Chlamydia trach... 974 974 95% 0.0 99.08% 1025 AB915586.1
Chlamydia trachomatis F/SWFPminus high quality draft genome sequence Chlamydia trach... 974 974 95% 0.0 99.08% 1042731 HE605380.2
Chlamydia F/11-96, complete genome Chlamydia trach... 974 974 95% 0.0 99.08% 1042853 CP00B674.1
Chlamydia trachomatis strain F/6-94, complete genome Chlamydia trach... 974 974 95% 0.0 99.08% 1042767 CP006673.1
Chlamydia trachomatis strain F/2-93 genome Chlamydia trach... 974 974 95% 0.0 99.08% 1042619 CP00B6672.1
Chlamydia trachomatis strain F/1-93, complete genome Chlamydia trach... 974 974 95% 0.0 99.08% 1042588 CP006671.1
Chlamydia trachomatis RC-F(s)/342, complete genome Chlamydia trach... 974 974 95% 0.0 99.08% 1083842
u Chlamydia trachomatis RC-F(s)/852, complete genome Chlamydia trach... 974 974 95% 0.0 99.08% 10838

Figura 11. Blastin progfam search. A) Plataforma nBlast con las secuencias blanco péFé buscar
homologia e identidad en GENEBANK. B) Secuencias con los alineamientos encontrados con su
nombre cientifico y porcentaje de alineamiento
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RESULTADOS CLINICO-EPIDEMIOLOGICOS

La poblacién de estudio incluyd 22 hombres y mujeres entre 19 a 31 afos, con una
edad media de 27.8 £ 3.6 afos y deteccion por PCR positiva a CT. En la mayoria
de los casos se traté de pacientes del sexo masculino (63.6%) (Grafica 1)

B0

40

Porcentaje

20

HOMERE MUJER

Sexo

Grafica 1. Frecuencia del sexo en la poblacion de estudio.

Se incluyeron muestras bioldgicas de tres sitios anatémicos: cérvix (36.4%), glande
(36.4%) y uretra (27.3%) (Gréfico 2).

40

Porcentaje

CERVIX GLANDE URETRA

Sitio anatomico

Grafica 2. Frecuencia de los sitios anatémicos de los que se obtuvo la muestra.

33



DIVERSIDAD DE GENOTIPOS DE Chlamydia trachomatis EN EL TRACTO UROGENITAL

La identificacion de los serovares, es la parte medular de este proyecto de
investigacion. Se encuentra que el serovar mas frecuente fue el F (31.8%), seguido
de E (27.3%) y D (18.2%). También se detectaron en menor frecuencia: D, G, Da,
lay Ja (Gréfica 3).

40

Porcentaje

Tipo de serovar

Gréfica 3. Frecuencia del tipo de Serovar de Chlamydia trachomatis en la poblacién de estudio.

En la tabla 1 se describe la frecuencia de los serovares de CT en relacion con el
sexo del paciente. Se observa que todos los casos identificados con Serovar mas
frecuente F fueron del sexo masculino (n=7; 31.8%), mientras que, la mayoria de
los casos con Serovar D fueron mujeres (n=3; 13.6%). Ademas, el Serovar E se

distribuy6 de igual forma en hombres y mujeres (n=3; 13.6%) (Tabla 1; Grafica 4).

Al asociar el tipo de Serovar con el sexo, no se encontraron diferencias

estadisticamente significativas (p=0.120) (Tabla 8).
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Tabla 8. Serovar de CT segun el sexo del paciente (n=22)
Serovar Hombre Mujer Total
N % n % N %
D 1 45 3 13.6 4 18.2
Da 1 45 0 0.0 1 45
3 13.6 3 13.6 6 27.3
7 31.8 0 0.0 7 31.8
G 1 45 1 45 2 9.1
la 0 0.0 1 45 1 45
Ja 1 4.5 0 0.0 1 45
Xi2=0.120 gl=6
M Masculino

CIFemenina

| [
Da E F €] la Ja

Tipo de serovar segun el sexo

Recuento

Grafica 4. Frecuencia del tipo de Serovar de Chlamydia trachomatis segun el sexo del paciente.

Al analizar la distribucion de los serovares detectados en relacion con los sitios
anatdémicos de los que se obtuvo la muestra biologica, se encontraron que los sitios

mas frecuentes fueron el cérvix y el glande. El Serovar F se encontro principalmente
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en el glande (18.2%), mientras que los Serovares E y D fueron mas frecuentes en

cérvix (13.6%, respectivamente) (Tabla 9; Grafica 5).

Mas alla de estos datos, se dio a la tarea de comparar el sitio anatdmico con los

serovares detectados mediante la secuenciacion automatizada. Los resultados

muestran que no existe una asociacion estadisticamente significativa entre estos

grupos (p=0.251) (Tabla 9).

Tabla 9. Variantes de CT segun el sitio anatémico (n=22)
Variante Cérvix Glande Uretra
N % n % N %
D 3 13.6 1 45 0 0.0
Da 0 0.0 1 45 0 0.0
3 13.6 2 9.1 1 4.5
F 0 0.0 4 18.2 3 13.6
G 1 4.5 0 0.0 1 4.5
la 1 4.5 0 0.0 0 0.0
Ja 0 0.0 0 0.0 1 4.5
Xi2=0.251 gl=12
* M Cénvix
M Glande
Curetra
3
(=]
|5
3 =
@
[
1
[u]
D Da E G Ja

Tipo de serovar segtn el sitio anatomico

Grafica 5. Frecuencia del tipo de Serovar de Chlamydia trachomatis segun el sitio anatdomico del que

se obtuvo la muestra.
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Finalmente, la distribucion de la frecuencia de los serovares de CT y los patégenos

concomitantes detectados con mayor frecuencia por PCR multiplex. La Tabla 10 y

las graficas 6 a 8 muestran los serovares presentes en casos con coinfeccion por

Ureaplasma spp., Mycoplasma spp. y Haemophilus spp.

Los resultados mostraron que, en la mayoria de los casos, los pacientes con

Serovar E de CT presentan coinfeccion con Ureaplasma spp. (9.1%) y Haemophilus

spp.- (9.1%), mientras que, los pacientes con Serovar G presentan coinfeccién con

Mycoplasma spp. (Tabla 10).

Tabla 10. Variante en pacientes con CT en el patégeno asociado mas frecuente (n=22)
Variante Ureaplasma spp. Mycoplasma spp. Haemophilus spp.
N % N % N %
D 0 0.0 0 0.0 0 0.0
Da 0 0.0 0 0.0 0 0.0
2 9.1 0 0.0 2 9.1
1 45 1 45 0 0.0
1 45 2 9.1 0 0.0
la 1 45 0 0.0 0 0.0
Ja 0 0.0 0 0.0 0 0.0
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Ureaplasma spp.
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Ja

Tipo de serovar

Grafica 6. Frecuencia del tipo de Serovar de Chlamydia trachomatis en pacientes con Ureaplasma

spp.
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Grafica 7. Frecuencia del tipo de Serovar de Chlamydia trachomatis en pacientes con Mycoplasma

spp.
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Haemophilus spp.

[ Paositivo
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D Da E F G la Ja

Tipo de serovar

Grafica 8. Frecuencia del tipo de Serovar de Chlamydia trachomatis en pacientes con Haemophilus
spp.

A partir de las muestras urogenitales de los pacientes estudiados se realizd la
deteccidn simultanea de: Candida spp; Ureaplasma spp; Trichomonas vaginalis,
Neisseria gonorrhoeae, HSV 1y 2, Mycoplasma spp; MCV, Treponema pallidum,
Haemophilus spp; Staphylococcus aureus y Klebsiella spp. utilizando una PCR

multiplex.

En la Tabla 11 y en las graficas 9-14 se describe la frecuencia de los patdgenos
detectados en nuestro estudio. Ureaplasma spp. (22.7%), Mycoplasma spp. (13.6%)
y Haemophilus spp. (9.1%) fueron los patdbgenos mas frecuentemente detectados
en pacientes que cursan con infeccion por CT. No se detectaron casos
positivos para Staphylococcus aureus, Klebsiella spp; Treponema pallidum, HSVy
1y 2, ni para MCV (Tabla 11).
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Al investigar la posible asociacion entre la deteccidn positiva a los patégenos
incluidos en el estudio y el sexo, encontramos que no existen diferencias

significativas entre los grupos (p>0.05) (Tabla 11).

Tabla 11. Frecuencia de los patdégenos detectados en pacientes con CT (n=22)
Patogeno Hombre Mujer Total P
N | % N | % N | %

Candida spp. 0 0.0 1 4.5 1 4.5 0.176
Ureaplasma spp. 2 9.1 3 13.6 5 22.7 0.211
Trichomonas vaginalis 0 0.0 1 4.5 1 4.5 0.364
Neisseria gonorrhoeae 0 0.0 1 4.5 1 4.5 0.364
Mycoplasma spp. 2 9.1 1 4.5 3 13.6 0.709
Haemophilus spp. 1 4.5 1 4.5 2 9.1 0.606
Staphylococcus aureus 0 0.0 0 0.0 0 0.0 -
Klebsiella spp. 0 0.0 0 0.0 0 0.0 -
Treponema pallidum 0 0.0 0 0.0 0 0.0 -
HSV %% 0 0.0 0 |00 0 0.0 -
MCV 0 0.0 0 |00 0 0.0 -

Abreviaturas: HSV, virus del herpes simple; MCV, virus del molusco contagioso.
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Grafica 9. Frecuencia de Candida spp. en la poblacion de estudio.
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Grafica 10. Frecuencia de Ureaplasma spp. en la poblacion de estudio.
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Gréfica 11. Frecuencia de Trichomonas vaginalis en la poblacién de estudio.
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Gréfica 12. Frecuencia de Neisseria gonorrhoeae en la poblacion de estudio.
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Gréfica 13. Frecuencia de Mycoplasma spp. en la poblacién de estudio.
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Grafica 14. Frecuencia de Haemophilus spp. en la poblacion de estudio.
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DISCUSION

CT es un patégeno intracelular que consta de una membrana externa, la cual incluye
una proteina MOMP, que es altamente inmunogénica y que le permite adherirse a
cualquier célula eucariota humana. Posteriormente, CT depende de la célula
hospedera para obtener los elementos moleculares indispensables para sobrevivir

y mantener su ciclo bioldgico.

La variacion antigénica por la moléculas MOMP, presenta una gran diversidad de
serovares en todo el mundo, debido a que el gen OmpA que codifica para esta
proteina tiene una diversidad de secuencias nucleotidicas recombinadas
ocasionando una presion de seleccion inmune del huésped; es decir, que el
hospedero sera capaz o no de resolver la infeccion por si mismo. (Cordeiro, 2019)
Por lo tanto, nuestros esfuerzos investigativos, se centraron en fortalecer la
deteccion de los genotipos de CT en el tracto urogenital de las muestras donadas
al banco de muestras del laboratorio CENTRAL ADN SA DE C.V. con el objetivo de
conocer la variabilidad de serovares en la poblacion estudiada; ademas de conocer
estadisticamente la importancia de los sitios anatdémicos y los serovares mas

comunes relacionados con el sexo.

Aunque nuestra poblacion de estudio fue pequefa, demostramos que la variedad
de serovares por frecuencia fueron F, E y D; no obstante, también se detectaron los
serovares D, G, Da, la y Ja, en menor proporcion y en total ausencia los serovares
L1-L3. Estos datos son equiparables en poblacion mexicana, ya que en 2019, se
demostrd en un estudio que incluyd 69 muestras positivas a CT, la identificacién de
una variante perteneciente al serovar D, con una homologia compartida con la
variante nvCT-sueca. (Guerra,2019) Esta prevalencia reiterada y representada por
el serovar D, es posible explicarse puesto que éste es mas frecuente en sitios como

el cérvix, que fue la principal fuente de aislamiento de este genotipo, al igual que en
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el otro estudio mexicano. Estos hallazgos equiparables, subrayan la necesidad de
testar otros sitios anatdomicos para conocer, tanto los efectos clinicos como, la
implicaciéon de otros serovares en estos tejidos, debido a que las condiciones
ambientales y microambientales condicionan y estimulan la adaptacion de todos los
patogenos.

En otro estudio donde la deteccion de serovares se enfocd en una poblacion
austriaca conformada por 401 muestras positivas a CT, se describié que la
prevalencia de sus serovares fue E y F; a su vez, en esta muestra representativa,
tampoco se encontraron los serovares L1-L3. Nuestros hallazgos también
demostraron ausencia de estos serovares, debido a que es poco frecuente que este
tipo de serovares sean aislados de los sitios anatomicos que nosotros incluimos en
nuestro estudio; es decir, cérvix, uretra y glande; que aunque son transmisibles a
través de este tipo de mucosas, es mucho mas comun encontrarlos en sus fases
secundarias o terciarias, causando linfadenopatias inguinales-femorales y fibrosis o
fistulas anogenitales, respectivamente. (Thandra 2021) Otro hecho que reafirma
nuestros hallazgos referente a los serovares no detectados, fue en una poblacion
brasileia que incluyé 17 muestras positivas a CT. (Brasilliense, 2016,) Es
importante recalcar que, aunque las poblaciones mencionadas tienen diferencias
étnicas distintas, ecoldgicas, de alimentacién y de conductas sexuales de apertura,
comparten la presencia de serovares como el D, E y F, de manera reiterada. Esto
puede deber a que la presencia de citocinas proinflamatorias se ve afectada
dependiendo del serovar presente; es decir, se ha evidenciado que los serovares
L2 tiene una implicacion importante debido a que presenta una favorable replicacion
y proliferacién a las citocinas y quimiocinas, incrementando la probabilidad de
resolucién de la enfermedad y quizas por ese motivo, no sea tan frecuente encontrar
linfogranulomas venéreos en la etapa primaria, en las mucosas como el cérvix, ano
o uretra. Mas alla de esto, también se ha demostrado que las células epiteliales
urogenitales de la vagina, cérvix y uretra son permisivas para que el serovar Dy E
infecte este tipo de tejidos. (Anderson,2019) (Mously, 2007)
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Los sitios anatomicos son parte clave de la infeccion para un serovar u otro de CT,
y con base en nuestros resultados el serovar mas prevalente en hombres fue el
serovar F, este hecho es controversial cuando se compara entre otras poblaciones;
esto pudo deberse a que nuestra poblacion de muestras fue pequefia; (Quint 2009)
sin embargo, es posible postular que este tipo de serovar depende de algun
estimulo hormonal dependiente del sexo o de la microbiota en sitios anatémicos

como la uretra o cervix, que indiscutiblemente, son diferentes. (Rakhmatulina 2019)

Finalmente, encontramos que Ureaplasma spp, Mpycoplasma spp. and,
Haemophilus spp. fueron los patégenos concomitantes con la infeccion por CT. En
otras poblaciones se ha observado que la combinaciéon de CT con Ureaplasma spp.
es comun, (Pan,2020) incluso postulandose que, esta combinacion puede ser un
factor protector para la adquisicion de virus del papiloma 16. (Kim, 2018) Esta
oportunidad de investigacion deberia ser analizada con mayor profundidad, ya que
nuestro grupo de trabajo ha demostrado este hecho (informaciéon en proceso de
publicacion) en respaldo con los hallazgos de otras poblaciones. Haemophilus spp.
es uno de los patogenos asociado con uretritis no gonococica, (Da Silva 2021),
(Tapial, 2019) aunque faltan mas estudios para reforzar estos datos. Mycoplasma
Spp. €s uno de los microorganismos que por excelencia acompana a CT en muchas
poblaciones puesto que se ha evidenciado en mujeres con STI e infertilidad.
(Cetik,2019) (Zhang 2017) Este estudio sugiere fuertemente que CT debe buscarse
de manera intencionada en conjunto con otros patégenos, ya sea para monitorear
la resistencia a los antimicrobianos, como para determinar las prevalencias en
diferentes regiones del mundo y los factores de riesgo asociados a la salud

reproductiva y sexual.

Contrastando esta informacién podemos analizar que existe una semejanza en los
serovares encontrados con esta informacion obtenida analizamos que es importante
el conocer los distintos tipos de serovares que prevalecen para tener una mejor

vigilancia sobre CT en la poblacién mexicana y asi dar un mejor tratamiento y evitar
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la resistencia a medicamentos. Finalmente, se podria tener un gran impacto en el

desarrollo de vacunas para CT.

CONCLUSION

Los serovares o genotipos de CT fue diversa en la poblacion estudiada, con mayor
prevalencia, E, F y D; es decir, al realizar nuestra base de datos, la estandarizacién
de la amplificacién y la identificacion de los genotipos, por lo cual nuestra hipotesis
se acepto y cumplié debido a que se demostré que hay una diversidad de genotipos
en la poblacion estudiada; ademas, se observd que el sexo juega un papel
importante en el aislamiento de estos serovares, asi como se pudo analizar que el
serovar F predomino en hombres el D en mujeres y el serovar E en ambos sexos.
Tambien se concluyé que los patdogenos concomitantes de mayor prevalencia
fueron Ureaplasma, Mycoplasma y Haemophilus. En sintesis, la vigilancia
epidemiologica va mas alla de la simple deteccion de CT para el desarrollo de

medidas preventivas y disminuir las complicaciones sexuales y reproductivas.

PERSPECTIVAS DEL PROYECTO

Con este proyecto de investigacidon se pretende demostrar que una prueba
diagnostica para CT debe identificar el tipo de serovar, para conocer la ecologia de
la infeccién en nuestra poblacion y respaldar el desarrollo de vacunas, lo que sera
un acierto en el campo del desarrollo de medidas preventivas y terapéuticas.
Finalmente, este trabajo deriva en la necesidad de desarrollar técnicas moleculares
para la deteccion de CT e identificacion de serovar o genotipo en una sola reaccion,
abriendo brechas de oportunidad clinica y de vigilancia epidemiolégica en la linea
de investigacion ENFERMEDADES DE TRANSMISION SEXUAL.
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LIMITACIONES

Las limitantes del proyecto principalmente fueron los recursos financieros; sin

embargo, los hallazgos son impactantes y de aplicacion clinica y experimental..
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