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PREFACIO

Ellibro Chlamydia spp.: aspectos generales; ciclo de vida; tratamientos
y diagnostico, naci6 como un proyecto de investigacion de cuatro
jovenes talento y dos docentes bastante entusiastas que se encontraban
estudiando en una poblacion colombiana la prevalencia de Chlamydia
trachomatis, un microorganismo de desarrollo asintomatico en mas del
50% de la poblacién, pero con desenlaces perjudiciales para la salud.
En el curso del proyecto nacio6 la idea de hacer una revision sistematica
del género Chlamydia spp. y sus distintas especies, que les permitiera a
los jovenes talento entender y ensenar a la comunidad participante la
complejidad de esta bacteria y trasmitir lo aprendido a la comunidad
cientifica. La revisién fue tomando distintas formas y enfoques hasta
llegar ha organizarlo como un texto de cuatro capitulos que describen
las principales caracteristicas del género Chlamydia spp, enfocandose
particularmente en C. trachomatis.

Con este libro, los autores pretenden mostrar a los estudiantes de
ciencias médicas, bioldgicas y a la poblacion en general, la epidemiologia
y distribucion de esta bacteria a nivel mundial, asi como su complejo ciclo
de vida que en algunas ocasiones se desarrolla de forma asintomatica
en los pacientes. Sin embargo, los autores de este libro han hecho una
inmersion celular y molecular para comprender los mecanismos de
invasion de la bacteria a la célula hospedera. Este tema sera después
acompanado con un capitulo enfocado en las diferentes alternativas
diagnésticas microbiolégicas, celulares y moleculares actuales para
la identificacion de C. trachomatis. Finalmente, y para actualizar a la
comunidad, se describen las diferentes estrategias usadas actualmente
en el mundo para combatir las enfermedades producidas por el género



Chlamydia, haciendo énfasis en C. trachomatis, la mas estudiada hasta el
momento. Un sin nimero de tratamientos incluyendo el uso de péptidos
antimicrobianos sera uno de los temas que los lectores podran leer y
actualizar. Si los lectores desean profundizar mucho mas en el tema,
cada uno de los capitulos contienen referencias a articulos de revision,
libros y articulos de la literatura original.

Este libro es sin duda un esfuerzo al trabajo de estudiantes y gra-
duandos con gran curiosidad por la investigacion y que guiados por sus
docentes han emprendido un viaje por este mundo tan complejo de los
microorganismos que cada dia presenta mas retos para la humanidad.
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CAPITULO |

Explorando el contexto epidemiologico
de Chlamydia trachomatis

Laura Daniela Rubio Méndez
Gabriela Arévalo Pinzon

El conocimiento de los microorganismos que afectan a la salud hu-
mana se ha adquirido gracias a la evolucion del ser humano junto con
la ciencia, permitiendo el control y prevencion en cierta medida de las
diferentes enfermedades; uno de estos agentes que ha tomado fuerza
en salud publica debido a que, es un microorganismo asintomatico de
crecimiento elevado el cual conlleva al desarrollo de diferentes enfermeda-
desy complicaciones es Chlamydia. Este patégeno es una bacteria Gram
negativa, intracelular obligada que depende de una célula hospedera
para sobrevivir, tiene un ciclo de vida bifasico, por que cuenta con dos
morfologias para su desarrollo: un cuerpo elemental (CE) y un cuerpo
reticulado (CR) (C. Elwell, 2016; Grieshaber, 2018; Peeling, 2009; Sam
M.Murray, 2021).

Hace parte de la familia Chlamydiaceae del género Chlamydia spp;
desde 1990 se han realizado actualizaciones taxonémicas, una de
ellas se establecio en 1999 por Everett y cols, el cual divide la familia
en dos géneros Chlamydia (Chlamydia trachomatis, Chlamydia suis,
Chlamydia muridarum), Chlamydophila (Chlamydophila pneumoniae,
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Chlamydophila psittaci, Chlamydophila abortus, Chlamydophila pecorum,
Chlamydophila caviae y Chlamydophila felis) (Alonso, 2012; james, 2016).
Esta propuesta origino diferentes debates, siendo el Comité Internacional
de Sistematica Procariota (International Committee On Systematics
of Prokaryotes ICSP) quien propuso que los dos se fusionaran en el
género Chlamydia (Nicole Borel & Greub, 2019).

Este género se caracteriza por invadir mucosas, células pulmonares
y oculares de las cuales las especies mas relevantes son (James, 2016):

1. Chlamydia suis, su hospedero son los cerdos, no se conoce
que sea causante de zoonosis (James, 2016; Peeling, 2009).

2. Chlamydia muridarum, su hospedero son los ratones y ha
sido un modelo Gtil para el estudio de infecciones del tracto
genital (C. Elwell, 2016; James, 2016; Peeling, 2009).

3. Chlamydia felis, es el agente causal de la queratoconjuntivitis
en gatos, causa ocasionalmente zoonosis (James, 2016;
Peeling, 2009; Travnicek, Mardzinova, Cislakova, Valocky,
& Weissova, 2002).

4. Chlamydia caviae, cuyo hospedador es el conejillo de indias,
no se conoce que sea causante de zoonosis (James, 2016;
Peeling, 2009).

5. Chlamydia pecorum, su hospedero son los bovinos, pequenos
rumiantes y marsupiales, no se conoce que sea causante de
zoonosis (James, 2016; Meijer, 1999; Peeling, 2009).

6. Chlamydia trachomatis, un agente causal de enfermedades
oculares y de transmision sexual en seres humanos (C. Elwell,
2016; James, 2016; Meijer, 1999; Peeling, 2009).

7. Chlamydia abortus, su hospedero son los ovinos responsable
del aborto enzodtico, causa ocasionalmente zoonosis (James,
2016; Peeling, 2009).
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8. Chlamydia pneumoniae, su hospedero son los reptiles,
anfibios y marsupiales responsables de la neumonia atipica
en humanos (C. Elwell, 2016; James, 2016; Meijer, 1999;
Peeling, 2009).

9. Chlamydia psittaci, comprende el subtipo aviar, es el agente
de la psitacosis en aves y es causante de zoonosis invadiendo
el tracto respiratorio (C. Elwell, 2016; James, 2016; Meijer,
1999; Peeling, 2009).

Por consiguiente, la compilacion de informacion es relevante para
realizar el adecuado crecimiento de la investigacion basica sobre
este agente.

1. El agente etiologico: Chlamydia

Antes que nada, una observacion adecuada puede ocasionar un
conocimiento inimaginable, logrando con el tiempo las incognitas
necesarias que promuevan el desarrollo de la salud y la ciencia. En
este capitulo hablaremos de la Chlamydia enfocados en las infecciones
causadas en humanos.

Pero, écomo se descubri6 este patogeno? Desde 1550a 1553 a.C en
el antiguo Egipto, a partir de la recopilacién de uno de los documentos
que contenian informacién médica de la época llamado “papiro de
Ebers” en donde se describe por primera vez la enfermedad cegadora
(mas adelante tracoma) (Clarke, 2011).

En laisla de Java, Ralberstaedter y von Prowazek en 1907 observaron
sobre frotis de monos inoculados con muestras de ninos con infeccion
ocular (tracoma) unos pequenos puntos que cubrian el nicleo, estos
fueron denominados “inclusiones”. Asi mismo al agente responsable de
esta enfermedad fue denominado Chlamydozoa, proveniente del griego
xAauug (Chlamys-“capa”), {oov (zoo- “animal”). Otras muestras de recién
nacidos que tenian conjuntivitis junto con muestras del cérvix de su madre,

13
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en donde se observaron en sus células las mismas inclusiones (Arango,
2001; Grayston & Wang, 1975; Nachamkin, 1985; Peeling, 2009).

Durante la epidemia de 1930 “psittacosis europea” generada en
Alemania, “Bedson” observo las mismas inclusiones en los macrofa-
gos de ratones previamente inoculados con muestras de pacientes
diagnosticados con neumonia; denominando a este microorganismo
como “Bedsonia”. En 1940 al estudiar a pacientes diagnosticados
con linfogranuloma venéreo, “Rake y Jones” informaron las mismas
inclusiones en las muestras analizadas (Arango, 2001). Recopilando
los nombres que tuvo el agente del tracoma lo designaron como “el
virus del tracoma” (Wang, Deng, & Tian, 2016).

T’ang y colegas en 1957 realizaron el primer aislamiento del agente
causal del tracoma en embrion del huevo gallina, gracias a este avance
en 1970 el simposio internacional sobre tracoma y enfermedades
relacionadas, finalmente concluyeron que la causa del tracoma era
Chlamydia trachomatis (Arango, 2001; Grayston & Wang, 1975).

El estudio de material genético de Chlamydia trachomatis en 1970
mediante la identificacion del acido desoxirribonucleico (ADN) vy el
acido ribonucleico (ARN), ademas la exposicion de antibidtico confir-
maron que este agente era una bacteria (Mohammadpour, Abrishami,
Masoumi, & Hashemi, 2016).

Para conocer mas de este microorganismo, a continuacion se
expondran las especies que afectan al hombre.

2. Chlamydia felis

En el caso de la Chlamydia felis, patégeno caracterizado por invadir
la conjuntiva del hospedero causando conjuntivitis aguda y en algunas
ocasiones neumonia atipica, endocarditis con glomerulonefritis secun-
daria (Griffiths, 1978; Monika Halanova, 2019).

14
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Debido a la deficiencia del reporte y la caracteristica principal
del género el ser asintomatica, no se tienen datos recientes en
las infecciones zoondticas (Monika Halanova, 2019). La conjuntivitis
causada por C. felis se ha informado en pacientes diagnosticados con
VIH o con degradacion hepatica grave, teniendo como factor riesgo la
inmunosupresion. Confirmado el dia 4 de noviembre de 1978 (Giriffiths,
1978) donde se analiz6 el caso de una ama de casa con degradacion
hepatica que presentaba sintomas de una neumonia crénica fue diag-
nosticada por C. felis como agente oportunista.

Alrededor 6 millones de casos de conjuntivitis se reportan por ano
en Estados Unidos de los cuales entre 1,8-5,6% son responsables las
Chlamydias, sin embargo; el dato exacto no se conoce (Song-Ming Wu,
2013; Travnicek et al., 2002). La deteccion de anticuerpos ha logrado en
gran medida obtener datos relevantes; lo que ha pasado en la poblacion
de Japon, donde generalmente se presenta el 1,7%de aparicion de
anticuerpos en la poblacion en general, de este el 8,8% se reporto
en clinicas veterinarias, destacando la importancia de proporcionar
la historia clinica del paciente y el autocuidado (J. C. Hartley, 2001).

3. Chlamydia abortus

Chlamydia abortus es responsable de abortos en rumiantes, cerdos,
caballos, conejos, cobayas, koalas y ratones (Greub, 2011). Su zoonosis
es poco comun, la mayoria de los casos que se notifican han sido en
mujeres embarazadas que se desempenan en granjas (Dercksen, 2004;
Greub, 2011; Walder G1, 2005), siendo la perdida fetal inevitable, con
una mortandad del 94% (Gernot Walder, 2005). “La mayoria de los
ninos no nacidos fueron abortados o nacidos muertos, con solo 3 de
22 sobrevivientes” (Dercksen, 2004) y la salud de la madre se complica
con una mortalidad de 6,3% (Gernot Walder, 2005). El primer caso
reportado fue descrito en 1967 (David Bauda, 2008; Dercksen, 2004;
Walder G1, 2005).

15
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Posterior a esto, encontramos los siguientes reportes de C. abortus. En
el Reino Unido con 12 casos provenientes de ovejas; seguido de EE.UU.
con un reporte de 2 casos provenientes de aves y 1 caso proveniente de
ovejas; Francia 1 caso provenientes de aves y 2 casos provenientes
de cabras; Paises Bajos 1 caso provenientes de aves,1 caso provenientes de
ovejas Espana 1 caso proveniente de ovejas, finalizando con 1 caso
provenientes de cabra en Suiza (Dercksen, 2004).

4.Chlamydia psittaci

Chlamydia psittaci es responsable del psitacosis humano
y aviar, se encuentra presente en la conjuntiva de pacientes con
tracoma. Tomé importancia entre 1890 a 1930 (Michael R. Knitt-
ler, 2015) debido a los brotes originarios en Europa, América del
Norte y Sur, surgiendo por las ventas inadecuadas de animales
exoticos (loros).

Aproximadamente 750 a 800 personas en todo el mundo fueron
afectadas por C. psittaci, con una mortalidad del 15%, es decir; mas
de 100 defunciones ( Wikies, 2020). Demostrando que el 19% de los
casos se encuentran a C. psittaci localizados en los linfomas del tejido
linfoide asociado a mucosas. Su prevalencia se encuentra en un 47 %
en Alemania, un 35% en EE. UU y un 29% en los paises bajos (Michael
R. Knittler, 2015).

Entre 2003 y 2014, se notificaron 112 casos humanos de psitacosis
a los Centros para el Control y la Prevencion de Enfermedades (CDC)
a través del Sistema de Vigilancia de Enfermedades de Notificacion
Nacional (Gary Balsamo, 2017). En el 2010 el CDC en Estados Unidos
recibe informes de 10 casos cada ano (CDC, 2019). Durante el 2006
al 2012 se notificaron 58 casos humanos de psitacosis (media de 8,3
por ano) al CDC, de estos el 44,82% (26 casos) se notificaron con
exposicion aviar; del 24,13% (14 de los 58 casos) no se obtuvo la
informacion diagnoéstica y de ellos, sélo 7% fueron confirmados por
cultivo (Gary Balsamo 2017).
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En el ano 2018, se presenté un brote de 13 casos multiestatales
entre los trabajadores de una planta avicola (CDC, 2019). En Colombia:

las seroprevalencias son del 78%; como en Gran Bretana donde se
reporté una seroprevalencia del 3% en veterinarios y cuidadores de
aves. Otro trabajo en Brasil obtuvo una seroprevalencia del 23,9%
y 4,7% diagnosticando con diferentes técnicas teniendo como
poblacion de analisis a zodlogos y veterinarios. En Sicilia (Italia) se
determiné una seroprevalencia del 14,9 % en trabajadores del campo.
En Estados Unidos el rango de prevalencia de infecciones zoonéticas
en médicos veterinarios estuvo entre el 13,2% al 64,5%, diferencia
que posiblemente se explica por la variedad de especies implicadas
en el ejercicio profesional de ese pais (Santiago Monsalve, 2011).

5. Chlamydia pneumoniae

Chlamydia pneumoniae invade vias respiratorias altas y bajas, es
responsable de aproximadamente el 10% de las neumonias comunitarias
y del 5% de los casos de bronquitis y sinusitis en adulto (Alonso, 2012).
Esta especie fue aislada en 1986 desde infecciones respiratorias agudas
de adultos jovenes (Honeybourne, 1994).

La seroprevalencia de la infeccion es analizada mediante el diag-
nostico serologico, encontrado el 12% de las neumonias entre ninos
de 2 a 5 anos (con titulos de IgG de 1:16) (Honeybourne, 1994). La
seroconversion alcanza su punto maximo entre los adolescentes (10%
por ano) aproximadamente hasta los 40 anos de edad. Desde entonces,
la prevalencia de la poblacion es del 40-50% en el hemisferio norte y
60-70% en paises tropicales (Honeybourne, 1994). Aproximadamente el
25% de infectados son hombres, siendo C. pneumoniae el responsable
de la mayoria de las infecciones respiratorias por Chlamydia en los
humanos. En los paises escandinavos, es el responsable del 5 al 10% de
todas las neumonias adquiridas en la comunidad, ocasionalmente
de forma epidémica (Myhra et al, 1990; Sundelof et al, 1990). Al ser
asintomatica en un 90% de los casos (Grayston,1992) se estima que ha
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causado 300.000 casos anuales en los Estados Unidos, aproximadamente
2000 veces mas que C. psittaci, pese a que no es un reporte obligatorio
en EE.UU. y la identificacion de especies a menudo es incompletas,
siendo estas cifras controversiales.

En Seattle, Dinamarca se ha observado un fenémeno poco comdn
entre 1963 y 1975 donde cada 4 anos sube la incidencia seguido de una
baja después de un tiempo. Ademas de caracterizarse por no necesitar
de un reservorio ni un huésped intermediario para su propagacion
posiblemente se transmite de hombre a hombre (Honeybourne, 1994).

6.Chlamydia trachomatis

Chlamydia trachomatis se divide en tres biovariedades y se subtipifica
por serovariedades. Las serovariedades de la A-C componen la biova-
riedad responsable del tracoma, siendo la principal causa de ceguera
no congénita; los serovares D-K compone la biovariedad causante de
infecciones de transmision sexual y finalmente el serovar L (L1-L3) que
compone la biovariedad responsable del linfogranuloma venéreo (LGV)
caracterizada por causar infeccién urogenital o anorrectal invasiva
(Alonso, 2012; C. Elwell, 2016). Para la revision de esta especie nos
centraremos en la epidemiologia causante de cada enfermedad.

6.1 Tracoma

El tracoma es una enfermedad ocular originaria de Asia Central
desde 2600 a.C, encontrada en la guerra de Peloponeso, y descrita
en el papiro de Ebers (Hu et al.,, 2010; Mohammadpour et al., 2016;
Quinones Salazar L, 2017; Werner, Latte, y Contini, 1964; OMS, 2020b).
Fue conocida en el antiguo Egipto como “oftalmia egipcia” (Quinones
Salazar L, 2017, pag 25-26) renombrada como tracoma (griego tpaxvg
trachys-rugoso) en la antigua Grecia, gracias a Dioscorides quien asigno
el nombre debido a la sintomatologia presentada en el parpado. Un
endurecimiento que provoca inflamacion, seguido de foliculos, cicatrices
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en los pliegues hacia adentro del ojo causando triquiasis, generando mo-
lestias e intolerancia a la luz, lo cual conlleva con el tiempo a ceguera. Se
transmite por contacto con secreciones oculares, a causa de la deficiencia
sanitaria (falta de aseo, de agua y hacinamiento) (Mohammadpour et
al., 2016; Quinones Salazar L, 2017; Werner et al., 1964; OMS, 2020).

El continente africano fue el mas afectado en la antigliedad, en paises
como Egipto donde el 90% de los afectado eran los de nifos. Ttinez
presentaba el 40% de su poblacion diagnosticados con tracoma, del cual
el 10% de ellos se caracterizaban por vivir cerca de los oasis, llegando
ala ceguera (Darougar & Jones, 1983; Werner et al., 1964). Seguido del
continente asiatico encabezado por China donde el 50% de la poblacion
fue diagnosticada, con un estimado de 100 millones presentando una
sintomatologia severa y 20 millones ciegos. En Vietnam donde el 30%
de la poblacion fue diagnosticada, el 10% de ella se encontraba con
ceguera. En India, el 50% de los ninos contraen la infeccion antes de
ingresar al colegio. Mientras que en el continente americano en paises
como Brasil, Argentina, México se presenta una prevalencia de 30% al
60% de los nifnos en edad escolar y en EE.UU. alrededor de mil casos
por ano se advierten entre los indios americanos (Darougar & Jones,
1983; Nachamkin, 1985; Werner et al., 1964).

En 1963 cuando mas de la sexta parte de la poblacion mundial fue
afectada, es decir; aproximadamente 500 millones de personas diag-
nosticadas, los casos mas frecuentes se encontraban en Asia, Africa,
Europa, América del Sur y los indigenas de EE.UU. (Darougar & Jones,
1983; Quinones Salazar L, 2017; Werner et al., 1964; Wright, Turner,
& Taylor, 2008).

En las areas endémicas en donde no se tenian ni tienen condiciones
sanitarias adecuadas y los estandares socioeconémicos eran deficientes
se estimo que del 70% al 95% de la poblacién se encontraba expuesta,
mostraban signos de una infeccion activa o inactiva del tracoma. De este
porcentaje, aproximadamente el 30% al 50% son activos y del 10% al
20% sufren de signos severos, en comparacion con aquella poblacion
que contaba con una mejores condiciones de vida. La prevalencia de la
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enfermedad oscilaba entre el 10% al 30% vy la severidad llegaba al 5%;
debido a las temporadas de infeccion aproximadamente el 50% de los
bebés menores de 1 ano estaban infectados, alcanzando al 100% en
ninos de 2 anos (Darougar & Jones, 1983); por la transmision vertical
donde 1/4 tienen conjuntivitis clinica y del 10% al 20% desarrollan
una neumonia (Nachamkin, 1985).

Esta enfermedad ha tomado fuerza en Europa desde 1798 al 1815,
por el aumento de los casos diagnosticados, debido a la conquista
de Egipto y por el ejército francés (Hu et al.,, 2010; Mohammadpour
et al., 2016). Fue hasta que en 1810 los britanicos implementaron la
limpieza, el aislamiento de los soldados y mejoraron las condiciones,
que se pudo ir reduciendo la infeccion (Mohammadpour et al., 2016).

Durante la época de las colonias y las inmigraciones europeas del siglo
XVIII el tracoma se dio conocer en América Latina con la deportacion
en Portugal. Los portugueses establecieron su domicilio en Ceara y
Maranhao, provocando los primeros brotes en Brasil, propagando la
enfermedad con el tiempo en diferentes departamentos de Colombia
como Vaupés (MINSALUD, 2018).

A finales del siglo XIX es considerado el tracoma en EE.UU. como
una de las enfermedades mas peligrosas y contagiosas por ello, en
1913 se abre el primer hospital del tracoma. En 1929 fue fundada la
Organizacion Internacional contra el tracoma y gracias a la creacion
de la Organizacion Mundial de la Salud (OMS) en 1948 se identifico
al tracoma como una enfermedad de importancia en salud publica (Hu
et al., 2010; Mohammadpour et al., 2016; Quinones Salazar L, 2017;
Werner et al., 1964).

A mediados del siglo XX el tracoma cogi6 fuerza en Europa estable-
ciendo 3 determinantes: la biologia humana; las condiciones medioam-
bientales y los factores de naturaleza socioeconémica (demografica e
higiénica) (OMS, 2016; OPS, 2019; Taylor, Burton, Haddad, West, &
Wright, 2014; Wright et al., 2008).
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La clasificacion del tracoma se empieza a manejar gracias a lo descrito
por la OMSI1. Inflamacion tracomatosa folicular (TF) definida como
aquella lesion que cuenta con cinco o mas foliculos de un diametro
aproximado mayor a 0,5 mm al fondo del saco al borde libre del
parpado. 2. Inflamacion tracomatosa intensa (Tl) que hace referencia
al engrosamiento inflamatorio del saco al borde libre del parpado
causado ocultamiento de los vasos. 3. Cicatrizacion tracomatosa (TS)
presencia de cicatrices al fondo del saco al borde libre del parpado; 4.
Triquiasis Tracomatosa (TT) presencia de una pestana en el globo ocular;
finalmente se tiene ala 5 Opacidad corneal (CO) que se visualiza como
opacidad encima de la pupila (Hu et al., 2010; Mariotti, Pascolini, &
Rose-Nussbaumer, 2009).

En 1993 [a OMS implemento la estrategia de eliminacion SAFE (por
sus siglas en inglés -Surgery, Antibiotic, Facial cleanliness and Environ-
mental improvement ) (Mohammadpour et al., 2016; OPS, 2019), la
cual consiste en realizar el tratamiento mediante cirugia para los casos
de ceguera; la implementacion de antibidticos: la higiene facial y las
mejoras en las condiciones ambientales (Mohammadpour et al., 2016;
OPS, 2019; OMS, 2020b). Fortaleciendo la estrategia de la OMS, se
realiz6 el programa “Alianza para la eliminacion del tracoma” para el
ano 2020 teniendo como objetivo principal disminuir la prevalencia
de la triquiasis (Quinones Salazar L, 2017) puesto que la opacidad
que presenta un tercio de las personas sin tratamiento es el causante
de una discapacidad sustancial (Wright et al., 2008) al menos a 1 por
cada 1000 habitantes y a su vez, disminuir la prevalencia menor al 5%
en ninos de 1-9 anos en las zonas endémicas (OMS, 2016).

Edna McConnell Clark Foundation’s (EMCF) y Pfizer en 1998
formaron el instituto Internacional Iniciativa del Tracoma (ITl) el cual
realizaba donaciones para el tratamiento con distribucion de azitromicina
(Quinones Salazar L, 2017). Este mismo ano la asamblea mundial de
la salud divulgé la resolucion WHA51.11 con el objetivo principal de
la eliminacion del tracoma al nivel mundial (OMS, 2020a), gracias a
el SAFE y el ITI, Marruecos fue el primer pais en eliminar el tracoma
(Mohammadpour et al., 2016).
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La OMS estima en el 2002 que 1,3 millones de persas estaban ciegas
por tracoma; 1,8 millones tenian baja visién, y 1,9 millones de nuevos
casos estaban en zonas endémicas con una caracteristica importante
de opacidad de la cornea, la cual se le atribuia a la infeccion (Hu et
al.,, 2010).

En el 2003, se estim6 84 millones de casos de tracoma activo; 7,6 millo-
nes con presencia de triquiasis y 1,3 millones sufren de ceguera (Mariotti
etal., 2009; Wright et al., 2008). Esto se debia principalmente a la sobre-
poblacion en India y China. En China para el aho 2004 se valoraron 26
millones de casos de tracoma activo, mientras que en India se tasaron
20 millones de casos activos (Mariotti et al., 2009).

Luego de la Il reunion cientifica mundial de la OMS sobre el tracoma
del 2005 se realizaron anélisis estadisticos provenientes de encuestas
poblacionales. Las cuales evaluaron a los continentes con mayor preva-
lencia de sospecha o con activo tracoma, con base a la cronologia de
la enfermedad, distribuidas por regiones de la OMS como se observa
en la Tabla 1.

Se reportaron 1,3 millones de casos de ceguera, siendo endémico en
57 paises. Donde la region africana predomina con el nimero de casos
activos, el 30% son en menores de 10 anos. Pese a diferentes factores,
este estudio se realizé desde 1980 para la triquiasis y después 1987 para
los casos activos; teniendo en cuenta que el control en algunos paises
ya se habia implementado, esto conllevo a que los datos reflejados no
fueran exactos (Polack et al., 2005).
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Tabla 1 Numero de encuestas y casos reportados 2005

por regiones de la OMS
Regiones de la OMS Ndmero de casos con Ndmero de casos con
(casos) * triquiasis (%) ** enfermedad activa (%) **
Africa (1.925) 193 casos (10,02% 196 casos (10,18%)
Mediterrdneo oriental 22 casos (9,01%) 24 casos (9,8%)
(244)

Sureste Asiatico (808) 12 casos (1,4%) 16 casos (1,98%)
Pacifico oeste (3621) 22 casos (0,71%) 26 casos (0,72%)

Ameéricas (4145) 8 casos (0,19%) 31 casos (0,74%)

Nota: * cantidad de casos analizados. ** casos activos en porcentaje.
Fuente: Polack et al., 2005.

En el 2007 Mariotti y compania realizaron una bdsqueda respecto a
la prevalencia de los paises endémicos complementando las encuestas
realizadas en el 2005 y a aquellos que no fueron publicados que se
socializaron en la XI reunion de la OMS alianza para la eliminacion
global del tracoma. El problema mas evidente al cual se enfrentaron fue
a la no realizacién de encuestas en los Gltimos 20 anos en los paises
como: “Benin, Botswana, Costa de Marfil, Guatemala, Irag, Jamahiriya
Arabe Libia, Namibia, Papua Nueva Guinea, Somalia, Togo y Zimbabwe”
(Mariotti et al., 2009, pag 563-568), mientras en paises como Argelia,
Republica Centroafricana, Djibouti y Republica Democratica popular
Lao, su reporte era anterior al 2000 (Mariotti et al., 2009).

Al realizarse el consenso estipulé que a nivel mundial para 2007
que 40,6 millones de personas padecian tracoma activo y 8,2 millones
sufrieron de triquiasis de un total de 1200 millones de personas que se
encontraban viviendo en las zonas endémicas. La mayor prevalencia
de tracoma activo se encuentra en Etiopia, India, Nigeria, Sudan y
Guinea con un 48,5%, mientras el 50% de los cuales presentaron
triquiasis se encuentraban en China, Etiopia y Sudan. Se notificarén
en Sudan a menores de 15 anos los cuales presentaban de 2 al 3%
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triquiasis llegando a una prevalencia poblacional del 80% (Solomon
& Mabey, 2007).

En el 2009, se diagnosticaron alrededor de 21 millones de personas
con infecciones activas, de los cuales 2,2 millones presentaban ceguera
y 7,3 millones tenian triquiasis. Los signos inflamatorios severos son
prevalentes en ninos menores de 5 anos alcanzando el 60% de la
prevalencia. Desde los 25 anos el 90% presentan cicatrices oculares,
siendo la triquiasis mas comunes en mujeres con el 75% de los casos
que en hombres con el 50% de los casos (Solomon & Mabey, 2007).
Debido al contacto mas prolongado con los menores infectados; en los
adultos mayores la sintomatologia se presentaba a causa de secuelas
por infecciones que presentaron anos atras (Solomon & Mabey, 2007;
Taylor et al., 2014).

La implementacién del Plan Integral e Interprogramatico para la
Prevencion, el Control y la Eliminacion de las Enfermedades Infecciosas
Desatendidas 2013-2017 se enfoco en enfermedades transmisibles y
en este caso, en la eliminacion del tracoma, el cual ha afectado a 50
millones de personas que viven en zona de alto riesgo en América Latina
para el aho 2010. Por otro lado, en México se reportaron 7.000 casos
anuales teniendo como prioridad el mantener en vigilancia constante
las fronteras (ACDI/CIDA, 2011; Minsalud, 2018).

En Colombia en el ano 2010 se conocierdn los primeros casos repor-
tados de la posible ceguera causada por el tracoma en comunidades
indigenas en el departamento del Vaupés. Debido a los procesos de
delimitacion de territorios, esta enfermedad llega por la migracion de
esclavos provenientes de Brasil, al tener un contacto estrecho entre
la frontera de Amazonas (ACDI/CIDA, 2011; Minsalud, 2018). Fue
considerada en el pais como enfermedad endémica en 2013 a causa
del analisis de la OMS y mediante el Programa Nacional y Departa-
mental de EID, los cuales visualizaron los factores socioeconémicos
del departamento de Vaupés, han sugerido como vector a las moscas,
requiendose mayor investigaciéon por parte del Ministerio de Salud
y Proteccion Social. Entre el 2012 y 2013 se realiz6 el censo en la

24



Capitulo I - Explorando el contexto epidemiolégico de Chlamydia trachomatis

region oriental y occidental del pais encontrando el 20% de TF mas Tl
en ninos de 1 a 9 anos; en la region oriental se identificé 6 por cada
1000 habitantes de TT; y en la region occidental de 1.5 por cada 1000
habitantes de TT lo que lleva a la conclusion que cerca de 17.000
habitantes sufriran de ceguera (Social, 2016).

Al priorizar la prevencion y promocion de la enfermedad en 1980 se
logré una reduccion de la incidencia de 500 millones de casos bajaron
a 84 millones de casos para el 2003 y posteriormente en el 2012 con
21,4 millones de casos (Quinones Salazar L, 2017; Wright et al., 2008).

Para considerar que un pais tenga el tracoma como problema de
salud publica se estimé que este debe presentar en una poblacion
de 1 a9 anos el 10% del FT y al menos en poblacién de 15 anos o
mas presentar el 1% de TT, ademas de implementar un tamizaje por
conglomerados (Hu et al., 2010).

En el 2016, Yemen reporté 204.000 casos encabezando la lista,
seguido de Argelia e Irak con un aproximado de 140.000 casos. Mientras
que Iran, Marruecos y Oman han logrado eliminar en cierta medida
la propagacion pasando a una fase de vigilancia (Mohammadpour et
al.,, 2016).

A pesar de tener las medidas preventivas se sigue considerando
como la principal causa de enfermedad ocular, generando la ceguera
a 6 millones de personas y estando presente en mas de 400 millones
de personas. Los paises donde se ha encontrado mayor prevalencia
recientemente “Africa Subsahariana, Oriente Medio y Africa del Norte,
en menor medida, Asia, América Central y del Sur y Australia” (Potroz
& Cho, 2015).

En Estados Unidos, la CDC notificé 1.422.976 casos de infecciones
de Chlamydia presente en 50 estados. En Washington D.C se reportaron
456.7 casos por cada 100.00 habitantes. En mujeres se ha notificado 643,3
casos por cada 100.000 mujeres doblando las infecciones en hombres,
donde 262,6 casos por 100.000 hombres fueron reportados (Marrazzo
& Suchland, 2014).
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Las notificaciones realizadas por la OMS en el 2017 estimaron que
231.000 personas diagnosticadas con triquiasis fueron mejoradas mediante
cirugia y 83,5 millones de las personas fueron tratadas con antibioticos
(OMS, 2020a). Ese mismo ano, la OMS ratificé a México como el primer
pais en la eliminacion del tracoma dentro de los paises que hacian parte
de zonas endémicas del continente americano (PAHO, 2020).

En un rango de 2017 al 2018 se notificaron en Colombia segin el
Instituto Nacional de Salud (INS) 9 casos de los cuales 7 presentaban
TTy 2 casos TS; 5 fueron hombres y 4 mujeres. Todos hacen parte de
muestras indigenas distribuidos en: 7 encontrados en el Amazonas y
2 en el departamento de Guaviare, la prevalencia fue de 24,6 casos
del tracoma por cada 100 habitantes para el ano 2017 y 12 casos de
tracoma por cada 100.000 habitantes en el ano 2018 (Chivata, 2018).

Para el ano 2018 se realizé una campana para verificar el tracoma en
ninos de un rango de edad de 1 a 9 anos en las poblaciones indigenas
de La Primavera, Cimarrén, Platanillal, Cano Vitina y El Paujil. De los 300
ninos revisados, el 21% fueron diagnosticados con tracoma folicular.
Esta campana sirvio para estandarizar el diagnostico de esta enfermedad
mediante la capacitacion a la poblacion (MINSALUD, 2018). Segun la
OMS las 1146.112 personas diagnosticadas con sintomatologia cronica
recibieron tratamiento mediante cirugia y 89,1 millones de personas
fueron resueltas mediante el uso de antibi6tico el cual ha recopilado
un 52% en la poblacion (OMS, 2020a).

Segun lo reportado del 2019 al 2020 por la OMS el tracoma sigue
siendo un problema de salud publica, el cual es responsable de la
ceguera de 1.9 millones de personas en 37 paises, un estimando del
1,4% de los casos de ceguera al nivel mundial, donde 142 millones de
personas siguen en riesgo por contraerla debido a que residen en zonas
con una prevalencia en ninos del 60 al 90%. Se encuentran 44 paises
que presentan una alta tasa de infeccién a causa de las condiciones
socioeconémicas en Africa, Asia, América Central y del Sur, Australia y
el Oriente Medio. Gracias al control de la enfermedad el 29 de enero
del 2020 Camboya; China, Gambia; Ghana; Marruecos; México;
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Marruecos; Myanmar; Nepal; la Repuiblica Democratica Popular Lao;
la Republica Islamica de Iran; Irak y Oman lograron la erradicacion de
esta enfermedad como un problema de salud publica (OMS, 2020a).
Ese mismo ano la Organizacion Panamericana de la salud (PAHO)
notificaron 5 millones de personas que requerian intervencion en paises
como Brasil, Colombia, Guatemala y Perd (PAHO, 2020).

En el ano 2021 la PAHO realizé una reunién virtual para revisar el
panorama de esta enfermedad encontrando que la poblacion afectada
en Colombia se encuentra en el Amazonas, Guainia, Guaviare, Vaupés
y Vichada (OPS, 2021).

6.2 Enfermedad de transmision sexual

En cuanto a los biovares responsables de las infecciones de transmisién
sexual (ETS), érealmente son de igual importancia? Durante 2008 al
2012 la tasa de infecciéon aument6 en un 25% pese a que el 60% de
las infecciones en hombres son asintomaticas. Se ha evidenciado que
gracias a la implementacion de nuevas herramientas diagnosticas, se
logré un acercamiento al tamizaje promoviendo la deteccion temprana
de la enfermedad (Marrazzo & Suchland, 2014). Tomando mayor fuerza
debido a las complicaciones en recién nacidos, los cuales provocan
infecciones oculares o pulmonares, llegando a una conjuntivitis en el
15% de las infecciones diagnosticadas por Chlamydia trachomatis o a
una neumonia en el 7% de las infecciones (Gallo Vaulet, Entrocassi,
Corominas, & Rodriguez Fermepin, 2010).

6.2.1 Oculogenital

Mediante el uso de la inmunotipificacion se ha logrado identificar
el serovar de aproximadamente 1000 casos aislados (Kuo, Wang,
Holmes, & Grayston, 1983); se han buscado los serovares con mayor
prevalencia del 85% en infecciones urogenitales (Batteiger, 1996) de
los cuales se encontraron el D, Ey F en un 60% al 70% (Singh, Salhan,
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Das, & Mittal, 2003). A su vez estos se encuentran en la poblacién
de manera combinada: el serovar D a nivel mundial se detecté en un
5% a 48%, mientras que la combinacion de los serovares D y E se
detect6 en un 22% a 44%. El serovar F se detecto entre el 8 y 20% y
con menor prevalencia se detectd el serovar G con un 4% a 7% de las
infecciones, seguido con el serovar H menor al 5%, el serovar | con el 6%.
Entre el 5% al 13% encontramos los serovares | y finalmente el serovar
K con presencia del 5% al 10% en la poblacion (de Jesus De Haro-Cruz
et al., 2011). Por otro lado, encontramos los serovares D junto al E y
el F junto al G con un porcentaje del 75% en los EE. UU y algunos
paises escandinavos (Batteiger, 1996; Ito, Lyons, & Airo-Brown, 1990;
Kuo et al., 1983).

En estudios realizados en holandeses, el 47% de pacientes diagnosticados
con Chlamydia trachomatis se identificé a los serovares combinados el
D junto al E en un 42%; 21% del serovar F; 25% del serovar G; 14%
al serovar K; 11,1% al serovar H; 3,2% al serovar I; 3,9% al serovar B y
finalmente 6,3% para el serovar J (Wagenvoort, Suchland, & Stamm, 1988).

En el ano 1960 Chlamydia trachomatis se vuelve el patégeno ocu-
logenital de mayor importancia debido a la conjuntivitis en bebés,
reportados por infecciones en mujeres embarazadas. En Estados Unidos
se report6 una prevalencia del 2% al 37%, en Europa el 33%, en Africa
del 1,3% al 37% reportadas en clinicas de enfermedades de transmision
sexual. Por otro lado, en Suecia disminuy6 del 19% al 4% en mujeres
embarazadas en un rango 1984 a 1988 (Goh & Forster, 1993).

En la universidad de Oxford en 1980 se detectaron en hombres con
uretritis gonococica entre el 20% al 30%, mientras que en Johannesburgo
el 25% de los varones blancos diagnosticados con gonorrea presentaban
una coinfecciéon con Chlamydia trachomatis (Meheus et al., 1980).

En un estudio realizado en un rango entre 1981 a 1991 se analizaron
767 muestras rectales de los cuales se identifico al 41% al serovar D, 21%
al serovar G,19% al serovar J, 10% al serovar F, 5% al serovar E de Chlamydia
trachomatis (Bauwens, Lampe, Suchland, Wong, & Stamm, 1995).
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En datos recolectados desde 1988 a 1996 se estimaba que la infeccion
ocurre 3 millones de casos urogenital en Estados Unidos. En 1999 se
reportaron mas de 500.000 casos, notificandose que los factores de riesgo
mas prevalentes eran la edad tempranay la raza o etnia, segtn el estudio
realizado por Suchland el cual recolect6 alrededor de 11.454 pacientes
con primera infeccion de los cuales el 62% eran mujeres y el 38% fueron
hombre, el serovar mas prevalente fue el E con el 32%, seguido del F
con el 18%, el D con el 13% y por Gltimo el | con el 0,3%. Ademas, el
2,6% de la poblacion contaba con una infeccion combinada con mas
de un serovar presente, a su vez detecté que el serovar D se presenta
en raza afroamericana. Por otro lado, en los asiaticos se detectarén los
serovares G, H y K 'y en los hispanos se detecto el serovar E finalmente
los serovares D, F y J se encuentran en los blancos (Suchland, Eckert,
Hawes, & Stamm, 2003).

En estudios recopilados en 1993, el nivel de infecciones oftalmologicas
en bebés Kenia cuenta con 81 ninos nacidos vivos por cada 1000, en
comparacion con Estados Unidos donde el reporte es por cada 4 ninos
nacidos vivos por cada 1000 (Goh & Forster, 1993).

Para el ano 1995 se analizaron muestras cervicales en mujeres,
encontrando una prevalencia del 9,2% de mujeres asintomaticas y en
un rango de edad de menor o igual a 30 anos, por otro lado, el 47% de
las mujeres presentaban sintomas tales como flujo vaginal, irregularidad
menstrual, dolor pélvico y enfermedad inflamatoria pélvica, de este el
20% se encontraban en un rango de edad menor o igual a 20 afos
(Lan et al., 1995).

De 1996 a 1999 segln la OMS reporté una tasa de asintomaticos
de 70-75% de las infecciones causadas por Chlamydia en mujeres una
prevalencia de 24,1% al 27% en adolescentes, anualmente en Estados
Unidos se reportaron 3 millones de casos de infeccion genital. Anual-
mente se reportaron 92 millones de casos mundiales distribuidos de
la siguiente manera: 43 millones de casos en el sur y sureste de Asia;
16 millones en Africa Subsahariana; 9,5 millones en América latina y
el caribe; 6 millones en Europa del Este y Asia Central; 5,3 millones en
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Asia Oriental y el Pacifico; 5 millones en Europa Oriental; 4 millones en
América del Norte; 3 millones en Africa del Norte y el Oriente Medio;
finalmente 340.000 en Australiay Nueva Zelanda. A partir de estos datos,
la poblacion de estudio se centré en mujeres embarazadas en el Pacifico
Occidental con una tasa de infeccion de 5,7% en Tailandia y el 17%
en India; 26% Papua Nueva Guinea. En Europa la prevalencia en esta
poblacion en de 2,7% en Italia, 8% en Islandia; en América Latina y el
Caribe reportaron un 1,9% en Chile, 2,1% en Brasil, finalmente en Africa
se reporto el 6% en Tanzania 'y 13% en Cabo Verde (Geneva, 2001).

En Colombia la notificacion epidemiolégica de las ETS se realiza
solo en el subregistro desde 1997 ya que, hubo un cambio del sistema
nacional de salud y sistema de informacion del SGSSS, el cual pasa del
Seguro Integral de Salud (SIS) al Registro Individual de Prestacion de
Servicios (RIPS) (Bogota, 1999).

Durante 1990 al 2013 se han realizado andlisis para la identificacion
de factores de riesgo para el cancer cervical, siendo Chlamydia trachomatis
uno de los agentes que encabezan la lista, junto con la con el virus
del papiloma humano (VPH). Donde se ha sugerido la coinfeccion de
estos dos agentes, los cuales pueden llegar a causar el cancer cervical
(Kumari & Bhor, 2022), siendo Chlamydia trachomatis el cofactor
principal, por su forma de transmision, la persistencia y la caracteristica
de ser asintomatica, siendo esta posiblemente la entrada del VPH. Asi
han detectado a mujeres de 14 y 30 anos siendo las mas afectadas
con 1.108 casos diagnosticados es decir; el 4,6%. En una investigacion
relacionado con el carcinoma de células escamosa de cuello uterino se
encontr6 1139 casos de Chlamydia trachomatis las cuales han aumentado
su prevalencia en la primera etapa de la enfermedad. Donde a su vez
estaban diagnosticadas con VPH, lo que refuerza esta teoria, estos
estudios avalados por la comparacion de mujeres que presentaban su
citologia normal (Silva,Cerqueira & Medeiros,2014).

Para el 2000 se reportaron el 50% de los casos con serovar D y E en
Estados Unidos y Europa, mientras del 1-3% de los casos reportaron el
serovar H (Lyons, Ito, Pena, & Morre, 2005). La OMS en el ano 2001
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reporté 92 millones de infecciones anuales, detectando el 70% de la
poblacién de mujeres asintomaticas que conllevaran a la enfermedad
pélvica inflamatoria; embarazos ectépicos; infertilidad; dolor coranico
finalizando con la cicatrizacién del tubo de Falopio. En América Latina
no se conoce los genotipos prevalentes, en México por ejemplo no
es considerado como de reporte obligatorio por consiguiente, no se
cuentan con datos relevantes, se tienen son tasas de infeccion que son
del 4% al 28% de las infecciones, en mujeres de 21 y 35 anos diag-
nosticadas con infertilidad de las cuales 15,8% fueron diagnosticadas
con Chlamydia trachomatis con mayor prevalecia se detecté el serovar
F con el 54,2% seguido de los serovares E, G, K en un 8,7% (de Jesus
De Haro-Cruz et al., 2011) y finalmente con el serovar D, H con un
4,4% (de Jesus De Haro-Cruz et al., 2011).

Se reportaron en India para el 2003 en 280 hisopados endocervi-
cales la prevalencia del serovar D en el 48% de las muestras, seguido
del E detectando el 34% de los hisopados con un 12% del serovar F
y finalmente el serovar | presente en el 6% de los hisopados (Singh et
al.,, 2003).

En Buenos Aires Argentina el 2001 y 2006 se analizaron 199 muestras
detectando la prevalencia de los serovares de las diferentes muestras,
manifestandose con mayor prevalencia en 76 muestras oculares de
neonatos donde el serovar E con el 72,4%, G con el 9,2%, D con el
7,9%,F con el 5,3%, K con el 2,6%,l y H con el 1,3%. Comparadas con
42 uretrales detectaron el serovar E con el 45,2%, D con el 16,8%,F con
el 11,9%,ly G con el 9,5% y K con el 7,1%- Finalmente, 81 hisopados
endocervicales con un 46,9% del serovar E; 21% del serovar D; 16,1%
del serovar F; 4,9% de los serovares | y K; el 2,5% del serovar Gy J; y
por ultimo el 1,2% de serovar H . Ese trabajo confirma lo visto con el
paso del tiempo, confirmando los serovares mas prevalentes el E, D y
F independientemente del tipo de la muestra analizada (Gallo Vaulet
etal., 2010).

Una de las principales preocupaciones en salud de la infeccién por
Chlamydia trachomatis son los signos y sintomas severo en mujeres:
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como enfermedad inflamatoria pélvica (EIP); la infertilidad y los em-
barazos ectopicos. Un estudio que abarco a 43.515 mujeres suecas
diagnosticadas previamente desde los diez a quince anos encontré que
el 5,6% presentaron EPI, el 2,7% con embarazo ectépico y el 6,7% con
infertilidad. Para ello, se realizan avances a nivel de la bioinformatica
para identificar epitopos antigénicos mas especificos y complementar
la prueba de titulacion de anticuerpos siendo un estandar de oro para
su diagnostico (Stansfield, S et al ,2013).

En un estudio realizado en Colombia en el ano 2006 detectaron una
prevalencia de 5,35% en jovenes sintomaticas y asintomaticas, del cual
2,86% presentaban leucorrea y el 7,8% no presentaba ningln sintoma
(Minisalud, 2011).

Para el 2007, un estudio en Lima de enfermedades endocervicales se
encontré que los serovares D, E con un 33%; el 16,7% con los serovares
F, K. Mientras en Argentina se obtuvo una mayor prevalencia en el servar
E con un 46,9%; seguido del serovar D con un 21% vy un 16,1% (de Jesus
De Haro-Cruz etal., 2011), localizando a nivel general en uretritis y cervicitis
la presencia de dos 0 mas serovares al mismo tiempo del 2% al 15%. La
preocupacion radica en que se ha detectado un 50% de hombres asinto-
maticos y un 80% de mujeres asintomaticas. En Brasil, donde su tasa de
infeccion se halla entre el 1,8% al 20% en mujeres detectadas, el estudio
Brasil reporto el 68% en mujeres infectadas con Chlamydia trachomatis
en edades de 15y 25 anos. En América del Sur, en el caso del Pert con
una prevalencia de 22%; Argentina reporté una prevalencia de 11,5%
(Lima et al., 2007). Este mismo ano se reporté al serovar E con mayor
prevalencia en el 71% de los casos de recién nacidos diagnosticados con
conjuntivitis neonatal en Argentina (Gallo Vaulet et al., 2010).

Los informes realizados por la CDC en el 2008 reportaron 1'210.523
casos, siendo el aho con mayores casos reportados subiendo el 9,2%.
Lo cual quiere decir que por cada 100.000 habitantes diagnosticaron
401,3 casos; entre mujeres por cada 100.000 mujeres se reportaron
583,8 casos, lo que es tres veces mayor que en hombres, de los cuales
de cada 100.000 hombres se reportan 211,1 casos. Aunque la tasa en
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hombres es menor, ha aumentado el 45% en comparacion al ano 2004,
en un rango de 20 anos la tasa infectiva aumenta de 102,5 casos a
401,3 casos por cada 100.000 hombres. Las edades mas relevantes esta
en un rango de 15 a 19 anos con un reporte de 3275 casos por cada
100.000 mujeres; seguido de un rango de 20 a 24 anos con un reporte
de 3179,9 casos por cada 100.000 mujeres en comparacion de 1056, 1
casos de 100.000 hombres reportado entre el 20 a 24 anos, se visualizan
los reportes desde 1986 a 2008 en la Figura 1 (Surveillance, 2008).

Figura 1 Casos reportados a la CDC desde 1986 al 2008
(Surveillance, 2008)

En Colombia para el 2009 segln la RIPS se report6é 1.538 personas
infectadas por Chlamydia trachomatis distribuidos en el 51,4% (789
casos) encontrado en el tracto genitourinario inferior; con un 5,14%
(79 casos) en infecciones pelviperitoneo, el 25,36% (390 casos) en el
tracto genitourinario; el 0,91% (14 casos) en infecciones anorrectales,
el 1,63% (25 casos) en infecciones faringeas; el 15,67% (241 casos) en
infecciones de otros sitios. En el ano 2010 se reportaron 1.525 personas
infectadas por Chlamydia trachomatis distribuidos en el 53,6% (817
casos) encontrado en el tracto genitourinario inferior; con un 4,52%
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(69 casos) en infecciones pelviperitoneo; el 27,34% (417 casos) en el
tracto genitourinario; el 1,11% (17 casos) en infecciones anorrectales;
el 1,57% (24 casos) en infecciones faringeas; el 11,87% (181 casos) en
infecciones de otros sitios. Finalmente, en el 2011 se notificaron 1.313
casos infectadas por Chlamydia distribuidos en el 54,53% (716 casos)
encontrado en el tracto genitourinario inferior; con un 3,50% (46 ca-
sos) en infecciones pelviperitoneo; el 23,69% (311 casos) en el tracto
genitourinario; 2,28% (30 casos) en infecciones anorrectales; 2,28%
(30 casos) en infecciones faringeas; 13,72% (180 casos) en infecciones
de otros sitios, estos casos en un grupo de poblaciéon de 15 a 49 afos
(Minisalud, 2011).

Para el ano 2012 la Unién Europea y el Espacio Econémico Europeo
(UE/EEE) se visualizan con mayor prevalencia notificando 384.105
casos, distribuidos en 25 paises que hacen parte de UE/EEE en donde
la incidencia reportada en jovenes de 15 y 24 anos notificd el 68% en
esta poblacién. Por otro lado, en mujeres entre 20 a 24 anos donde
reportaron 1683 casos por cada 100.000 mujeres (Europe, 2012).

La OMS reportd una incidencia de 131 millones de afectados entre
los 15 a 49 anos, es decir; 38 casos por cada 1000 mujeres y 33 casos
por cada 1000 hombres con una prevalencia de 128 millones de casos
donde el 4,2% se presentaron en mujeres y un 2,7% en hombres, los
cuales provenian de las Américas y en el Pacifico Occidental (OMS, 2016).

Entre los anos 2010 y 2014 se dio un aumento del 5% de los casos
reportados por el Centro Europeo para la Prevencion y el Control de
Enfermedades (ECDC), se han notificado 396.000 casos con el 63%
entre edades de 15 a 24 anos ((ECDC), 2014), con una tasa de infeccion
de 187 casos por 100.000 habitantes. La distribucion entre paises se
encuentra de las siguiente manera: en Islandia la incidencia supera a
529 casos por 100.000 habitantes; Dinamarca 549 casos por 100.000
habitantes; Noruega 486 casos por 100.000 habitantes; Reino Unido
368 casos por 100.000 habitantes; Suecia 375 casos por 100.000
habitantes y Finlandia 243 casos por 100.000 habitantes. Evidenciando
la tasa de infeccion en hombres con 162.345 casos y en mujeres con
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231.540 casos, se presenta una incidencia de 156 hombres infectados
por cada 100.000 hombres sanos y 240 mujeres infectadas por cada
100.000 mujeres (ECDC, 2014).

En el 2015 se notificaron 394.163 casos con una incidencia de 173
casos por cada 100.000 habitantes, donde el 81% de los casos se
encuentran en Dinamarca, Noruega, Suecia y Reino Unido, de ellos
el 58% corresponde al Reino Unido. Las incidencias se incrementaron
en comparacion al ano 2014 en Islandia se presentaron 604 casos por
100.000 habitantes; Dinamarca 562 casos por 100.000 habitantes;
Noruega 488 casos por 100.000 habitantes; Reino Unido 350 casos por
100.000 habitantes; Suecia 379 casos por 100.000 habitantes y Finlandia
248 casos por 100.000 habitantes. La tasa de infeccion en hombres es de
173.347 casos y en mujeres es de 233.718 casos, con una incidencia de
126 hombres infectados por cada 100.000 hombres sanos y 164 mujeres
infectadas por cada 100.000 mujeres. La tasa de infeccion en hombres
es de 163.738 casos, es decir; de cada 147 hombres infectados por cada
100.000 hombres y en mujeres es de 228.079 casos de los cuales 197
infectadas por cada 100.000 mujeres (ECDC, 2015b).

Para el 2016 la OMS estima que anualmente se notifican 131 millones
de casos. La ECDC reportaron 403.807 casos con una tasa de infeccion
de 185 casos por 100.000 habitantes, el Reino Unido representa el
57% de los casos, la tasa de infeccion en hombres es de 169.312
casos y en mujeres es de 231.766 casos, con una incidencia de 180
hombres infectados por cada 100.000 hombres sanos y 240 mujeres
infectadas por cada 100.000 mujeres. La tasa de infeccion en hombres
es de 163.738 casos, es decir; de cada 147 hombres infectados por
cada 100.000 hombres y en mujeres es de 228.079 casos de los cuales
hay 197 infectadas por cada 100.000 mujeres. En Islandia la incidencia
fue de 662 casos por 100.000 habitantes; Dinamarca 594 casos por
100.000 habitantes: Noruega 501 casos por 100.000 habitantes: Reino
Unido 351 casos por 100.000 habitantes: Suecia 359 casos por 100.000
habitantes y Finlandia 261 casos por 100.000 habitantes. La tasa de
infeccion en hombres es de 173.347 casos y en mujeres es de 233.718
casos, con una incidencia de 126 hombres infectados por cada 100.000
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hombres sanos y 164 mujeres infectadas por cada 100.000 mujeres
(ECDC, 2016b).

El ECDC en 2017 de los 26 paises de la UE/EEE notificaron 409.646
casos, el 39,8% de los casos encontrados en un rango de edad de los
20 a 24 anos. En la poblacién en general la incidencia de 146 casos por
100.000 habitantes, es en el Reino Unido donde se encuentra el 56%
de los casos; en Islandia la incidencia supera a 650 casos por 100.000
habitantes; Dinamarca 573 casos por 100.000 habitantes; Noruega 478
casos por 100.000 habitantes; Reino Unido 350 casos por 100.000
habitantes; Suecia 337 casos por 100.000 habitantes y Finlandia 263
casos por 100.000 habitantes. La tasa de infeccion en hombres es de
173.347 casos y en mujeres es de 233.718 casos, con una incidencia
de 126 hombres infectados por cada 100.000 hombres sanos y de 164
mujeres infectadas por cada 100.000 mujeres (ECDC, 2017a).

Para el ano 2018 la CDC reporté una prevalencia de 2,4 millones de
contagiados y una incidencia de 4 millones (CDC, 2018). Ese mismo
ano la ECDC registr6 406.406 casos, la tasa de infeccion es de 146
casos por cada 100.000 habitantes el Reino Unido representa el 60%
de los casos, en hombres es de 176.096 casos y en mujeres es de
228.306 casos. La tasa de infeccion en hombres es de 163.738 casos,
es decir; de cada 128 hombres infectados por cada 100.000 hombres
y en mujeres es de 228.079 casos, de los cuales 161 infectadas por
cada 100.000 mujeres. En Islandia la incidencia supera a 527 casos
por 100.000 habitantes; Dinamarca 578 casos por 100.000 habitantes;
Noruega 501 casos por 100.000 habitantes; Reino Unido 366 casos
por 100.000 habitantes; Suecia 310 casos por 100.000 habitantes y
Finlandia 269 casos por 100.000 habitantes. La tasa de infeccion en
hombres es de 173.347 casos y en mujeres es de 233.718 casos, con
una incidencia de 126 hombres infectados por cada 100.000 hombres
sanosy 164 mujeres infectadas por cada 100.000 mujeres (ECDC, 2018).

La CDC report6 para el 2019, 1’808.703 casos con una tasa de
infeccion de 552,8 casos por 100.000 habitantes, con un incremento
del 2.8% en comparacién al 2018. La incidencia en hombres aumento
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un 5,5% de 378, 9 casos de hombres infectados por cada 100.000
hombres sanos y en el caso de las mujeres aumento 1,3% de 689,6
casos de mujeres infectadas por cada 100.000 mujeres distribuidas
en Estados Unidos de la siguiente manera: al sur con 573,9 casos
por cada 100.000 habitantes; al oeste con 561,6 casos por 100.000
habitantes; medio oeste con 540,1 casos por 100.000 habitantes y
noreste con 509,4 casos por 100.000 habitantes (CDC, 2019d). Una
de las poblaciones que ha sido analizada mediante muestras rectales
identifico 3,0 al 10,5% de Hombres que tiene sexo con Hombres HSH
y por otro lado, en muestras faringeas se encuentran en un 0,5% vy el
2,3%; otra parte en pacientes con conjuntivitis neonatales de 18% al
44%, y en bebes diagnosticados con neumonia se encontraron del 3%
al 16%, en mujeres el 40% no tratadas manifestaron enfermedad pélvica
inflamatoria y del 40% el 20% sufrieron de infertilidad; 18% sufrian
dolor crénico pélvico; 9% sufrian de embarazo ectépico (CDC, 2019a;
Orozco-Hoyos, Baena, Montoya-Ruiz, Sanchez, & Restrepo, 2020).

En un estudio realizado por Cannoni en el 2021 en mujeres de alto
nivel socioeconomico en Chile informaron una prevalencia de 5,5% al
11,2%, analizadas en dos muestras encontrando un 11,5% en muestras
endocervical y 18,4% en orina (Casacuberta, 2021).

6.2.2 Linfogranuloma Venéreo

El Linfogranuloma Venéreo (LGV) fue catalogado como infeccion
de transmision sexual en 1913 denominando a la enfermedad como
linfogranuloma inguinal, en 1925 se diagnostico6 como LGV (Goh &
Forster, 1993). En 1939 con el auge de la relaciones sexuales y abuso
sexual se reportaron 15 casos, en edades de 3 a 14 anos; en 1953 de
197 muestras positivas encontraron 2 ninos menores de 10 anos y 31
en unrango de 11y 20 anos. En Jamaica se reportaron 16 casos en nino
en menores de 16 anos donde 7 de ellos presentaban bubones y una
nina manifestaba proctitis, estos casos pueden relacionarse por compartir
fomites contaminados, y con abuso sexual (Goh & Forster, 1993).
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Hace 200 anos se observaron los primeros bubones inguinales, que
fueron conocidos como Sindrome del Bubén. Para los anos 30 y 40 se
reconoce el agente causante de las inclusiones que genera el LGV, lo
que permitio que en Estados Unidos antes de la Guerra de Vietnam se
registraron 1000 casos anuales, donde el 50% de los casos se encon-
traron en Washington asociados a marineros y militares, identificados
en gran medida en la poblacion homosexual (Bauwens et al., 1995;
Grayston & Wang, 1975).

Se estima que 5000 por cada 100.000 habitantes presentan ulceras
genitales y bubones donde el 18% son causadas por el LGV reportada
en 1980 (Meheus et al., 1980). En un estudio se ha identificado el L2 en
seis hombres, cinco infectados con serovar L1 los cuales presentaban
secrecion mucopurulenta diagnosticados con Chlamydia trachomatis,
aunque el estudio se enfoco en identificar el serovar L1y L2. Aunque se
encontré un brote no se logré identificar los contactos de la cadena de
infeccion (Bauwens et al., 1995). En 1991 a nivel nacional en Canada fue
notificada con casos confirmados (confirmacion que integra serovares
LGV) (Choudhri, Miller, Sandhu, Leon, & Aho, 2018).

Para 1993, entre los paises endémicos encontramos sudeste de
Asia, India, Africa Este y Oeste, el Caribe, Estados Unidos y Sudamérica
(Bauwens et al., 1995; Goh & Forster, 1993; Nieuwenhuis et al., 2004).
Tan solo siete casos se han reportado en Estados Unidos durante los
10 anos anteriores (Bauwens et al., 1995).

En Paises Bajos de abril a diciembre se registraron 10 casos confirma-
dos (aquellos que presentaban proctitis, identificacion de PCR positiva
y serologia positiva o desconocido con genotipo identificado L1, L2,
L3) diagnosticados con LGV, 2 casos probables (los cuales presenta-
ban proctitis, identificacion de PCR positiva y serologia positiva con
genotipo negativo o desconocido) de LGV. Un caso posible (aquellos
que presentaban proctitis, identificacion de PCR negativo y serologia
positiva con genotipo negativo o desconocido) del LGV L2, un caso
posible del LGV L1, en una poblacion de 26 a 48 anos, ademas algunos
presentaban coinfeccion con hepatitis C o VIH para el ano 2003 (H
G6tz 2004).
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En la Clinica de las ETS en San Francisco se detecté un aumento del
26% de la poblacion de HSH de los cuales fueron diagnosticados con
proctitis con un reporte de 200 casos. De 101 hombres estudiados, 55
pacientes presentaron infeccion con Chlamydia trachomatis, es decir;
el 19% de las muestras (Klausner, Kohn, & Kent, 2004).

En el 2003 se analiza una red sexual de la poblaciéon de HSH con 54
hombres de los cuales se detectaron a 12 hombres diagnosticados con
Chlamydia trachomatis y se lograron identificar 9 serovares distribuidos
en 8 hombres con el serovar L2 y un hombre con serovar L1. En el
transcurso de 17 meses se reportaron 92 casos en este ano lo que genero
un reporte red europea de vigilancia de ETS informando un posible
brote del LGV (Pineiro, Galan, & Vall-Mayans, 2019), debido a sus actos
sexuales de alto riesgo podia llegar a ser un riesgo de propagaciéon en
Europa Occidental (Nieuwenhuis et al.,, 2004). Ese ano la Agencia de
Salud Publica de Canada (PHAC) reportaron 104 casos confirmados
distribuidas en Quebec, Ontario, Columbia, britanica y Alberta y 66
casos probables en las anteriores provincias como en Nueva Escocia
(PHAC, 2012), donde se han reportado en los ultimos dos anos 30
casos en HSH (PHAC, 2013).

A partir del 2005, la CDC confirmé 4 casos de LGV en New York en
muestras anorrectales en la poblacion de HSHy 3 de ellos con coinfeccion
con VIH siendo estos los primeros casos confirmados con el serovar
L2, al no ser de reporte obligatorio se notifican menores de 10 casos
(Blank, Schillinger, & Harbatkin, 2005). En Canada se registran como
casos probables aquel caso con cultivo o NAAT o serolégico positivo
mas la presencia de proctitis o linfadenopatia inguinal o femoral y casos
confirmados aquel que es diagnosticado con Chlamydia trachomatis
serotipos L1 o L2 o L3 realizada por secuenciacion o restriccion de
fragmentos largos polimorficos. Asi fue que en PHAC notifico 22 casos
de LGV 6 casos probables y 16 casos confirmados con serovar L2b, de
los cuales 19 fueron hombres, 8 de ellos tenian coinfeccién con VIH y
tres de ellos Hepatitis C (Kropp, Wong, & Canadian, 2005).

39



Chlamydia spp: Aspectos generales, ciclo de vida, tratamientos y diagndstico

En Alemania del 2006 al 2008 se reportaron 78 hombres diagnosticados
con LGV se confirmarén 61 casos con serovar L2 (Schaeffer & Henrich,
2008), con el paso del tiempo los andlisis de muestreos grandes son
mas limitados en el diagnéstico. Un ejemplo de este es el estudio de 50
muestras distribuidas en secreciones oculares, hisopados rectales y
urogenitales, de los cuales detectaron siete muestras con presencia del
LGV en la poblacion de hombres que tienen sexo con hombres, los
cuales tienen como base el virus de inmunodeficiencia humana (VIH).
Las muestras se agrupan en seis muestras identificadas con el serovar L2,
especificamente el subtipo L2b y una muestra para L2 y L3 (Schaeffer
& Henrich, 2008). Un estudio en Europa en el rango de 2003 al 2008
notificaron un total de 1693 casos de infeccion distribuidos en el Reino
Unido con 648 casos; Francia, 556 casos, Paises Bajos, 255; Alemania,
159; Bélgica, 45 casos; Dinamarca, 18 casos; Portugal con 8 casos y
Espana con 4 casos siendo los HSH la poblacién con mayores informes en
un 80% al 100% y una edad promedio de 25 anos (Savage et al., 2009).

En Colombia el RIPS en el ano 2009 notificaron 155 casos diagnostica-
dos con el LGV, para el ano 2010 notificaron 125 casos diagnosticados
con el LGV, para el 2011 se registraron 1.723 casos diagnosticados
con el LGV (Minisalud, 2011).

Del 2010 al 2015 en Canada realizaron un estudio de casos confir-
mados para LGV reportando una prevalencia de 11,6% en indigenas
nunavuty el 8,6% en la poblacion en general. Se han reportado 94.719
casos en el 2010, aumentando un 16,7% en el 2015 con 116.499 casos
donde su tasa de infeccion fue de 325 casos por 100.000 habitantes,
observamos 190,4 casos de infeccion por cada 100.000 hombres en
el 2010 aumentando un 30,8% en comparacion al 2015 con 249,1
casos de infeccion por cada 100.000 hombres.

Por otro lado, se detectan 364,6 casos de infeccion por cada 100.000
mujeres aumentando un 9,3% casos de infeccion por cada mujer
(Choudhri et al., 2018). La ECDC en el ano 2015 notificé 1787 casos
en 23 paises donde el 86% se distribuyé en Francia, Reino Unido y
Paises bajo, con una coinfeccién con VIH del 39%, es decir; 696 casos
(ECDC, 2015a).
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En Espana con un recorrido de 3 anos (2013-2015) en el suroeste de
Espana con la recoleccion de 13 casos del LGV el 7,8% pertenecen a
HSH con serovariedad L2b con una coinfeccion del 85% con VIH ademas
de un tercio de los casos asintomaticos (Parra-Sanchez et al., 2016).

Segun la notificaciéon de la ECDC en el 2016 se diagnosticaron 2.043
casos de LGV en 26 paises donde el 86% se distribuy6 en Francia, Reino
Unido y Paises Bajos en la poblacion de HSH en un rango de edad de
25 a 45 anos; entre el 2004 a 2016 se reportaron 10105 distribuidos
en un 52% en el Reino Unido (5234 casos); 23% en Francia (2317
casos); 14% en Paises Bajos (1449 casos) (ECDC, 2016a).

En el 2017 se diagnosticaron 1989 casos de LGV en 26 paises donde
el 86% se distribuy6 en Francia, Reino Unido, Espana y Paises Bajos
en la poblaciéon de HSH con un rango de edad de 25 a 45 anos: se
reportaron 641 casos en el Reino Unido; 457 casos en Francia; 273 casos
en Paises Bajos y 330 casos en Espana, presentando una coinfeccion
del 64% de los casos con VIH (ECDC, 2017b).

Para el 2018 notificaron 2389 casos el 85% se distribuyo6 en Francia,
Reino Unido, Espana y Paises Bajos en la poblaciéon de HSH en un
rango de edad de 25 a 45 anos se registraron 805 casos en el Reino
Unido; 694 casos en Francia; 235 casos en Paises Bajos y 288 casos
en Espana, presentando una coninfeccion del 59% de los casos con
VIH (ECDC, 2018).

Gracias al uso de diferentes herramientas estadisticas se han llegado
a conocer en cierta medida el estado global de las infecciones causa-
das por Chlamydia; pero aun falta darle importancia a nivel mundial,
exigiendo un reporte obligatorio de cada una de las afecciones causada
por este agente. Finalmente revisaremos a grandes rasgos los nimeros
de casos notificados en el mundo en la Figura 2 y 3.
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Figura 2 Distribucién de casos reportados desde 1992
hasta 2018

La distribucion de casos de Chlamydia felis, Chlamydia abortus, Chlamydia psittaci, Chlamydia
pneumoniae. Los casos de Chlamydia feliz los observamos de color verde claro, Chlamydia
abortus de color azul pastel, Chlamydia psittaci color amarillo, Chlamydia pneumoniae color lila
y la presencia de 2 especies de color verde con lineas amarillas; el ”?” son los paises donde no
se ha notificado casos de ninguna de estas especies; la distribucion del agente no corresponde
a los casos por estados que se ha generalizado los casos en todo EE. UU de las especies
encontradas. La falta de notificacion ha dificultado el conocimiento real de las enfermedades
causadas por este agente (referencias en el cuerpo del documento, mapa de autoria propia

realizado en mapchart.net).
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Figura 3 Distribucion de casos reportados desde 1964
hasta 202o0.

La distribucién casos por los biovares de Chlamydia trachomatis. Casos reportados para el tracoma
los visualizamos de color verde claro, las oculogenitales las identificamosde verde oscuro, el LGV
lo observamos de azul rey, la presencia de infecciones oculogenitales y LGV de color verde con
rayas azules; el ”2” son los paises donde no se ha notificado casos de ninguna de estas especies,
la distribucién del agente no corresponde a los casos por estados se ha generalizado los casos
en todo EE.UU. de las especies encontradas. (referencias en el cuerpo del documento, mapa de

autoria propia realizado en mapchart.net).

Abreviaturas y simbolos admitidos

Término Abreviatura
Opacidad corneal CcO

Comité Internacional de Sisteméatica Procariota (International

Committee on Systematics of Prokaryotes) 5P
Cuerpo reticulado CR
El cuerpo elemental CE
Los Centros para el Control y la Prevencion de Enfermedades CDC
Estados Unidos de América EE.UU.
European Centre for Disease Prevention and Control ECDC
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Término Abreviatura
Enfermedad de transmision sexual ETS
Organizaciéon Mundial de la Salud OMS-WHO
Organizacion Panamericana de la salud PAHO
Agencia de Salud Publica de Canada PHAC
Registro Individual de Prestacion de Servicios RIPS
Seguro Integral de Salud SIS
Urgery, Antibiotic, Facial Cleanliness and Environmentalimpro- SAFE
vement
“Inflamacién tracomatosa folicular” TF
“Inflamacién tracomatosa intensa” Tl
“Cicatrizacion tracomatosa TS
“Triquiasis tracomatosa” T
Unién Europea y el Espacio Econémico Europeo UE / EEE
Virus de la Inmunodeficiencia Humana VIH
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CAPITULO I

Conociendo el ciclo de vida
de chlamydia trachomatis

Daniel Felipe Galeano Sanchez
Gabriela Arévalo Pinzén

Los miembros del género Chlamydia spp. son un grupo de bacterias
patégenas que en la actualidad cuentan con 16 especies representa-
tivas. Estas especies logran tener impacto tanto en humanos como en
animales, entre ellas destacan principalmente C. psittaci como patégeno
aviar, el C. abortus; C. caviae: C. felis y C. suis, estas pueden llegan a
tener potencial zoonaético (Phillips, Quigley, y Timms, 2019). También
se encuentra el C. muridarum que afecta a roedores, C. pneumoniae
asociado a infecciones del tracto respiratorio en humanos y C. tracho-
matis, siendo la responsable de una amplia gama de enfermedades en
el humano (Bayramova, Jacquier y Greub, 2018), lo cual sera el tema
central de este capitulo (Capitulo 2).

Las especies correspondientes al género en mencionado compar-
ten caracteristicas similares, tales como: ser microorganismos Gram
negativos, dado que carecen de acido N-acetil muramico, componente
importante del peptidoglicano, ademas poseen una membrana externa
rica en lipopolisacaridos (LPS), son bacterias intracelulares obligadas,
inmoviles, de un tamano variable aproximadamente de entre 0.3 a 1
um dependiendo de su estadio y tienen una forma cocoide (Bayramova,
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Jacquier y Greub, 2018). Estas presentan un ciclo de vida particular
para una bacteria Gram-negativa, a causa de que alterna entre dos
distintas formas morfologicas: el cuerpo elemental (CE/EB) como estadio
infeccioso y el cuerpo reticulado (CR/RB) como estadio replicativo y
metabdlicamente activo. En este capitulo, se explorara en detalle los
componentes moleculares y celulares que han sido descritos en el ciclo
de invasion de C. trachomatis.

1. El estilo de vida de Chlamydia trachomatis

C. trachomatis es el patdégeno responsable de una amplia gama de
enfermedades en el ser humano de importancia clinica y pablica a nivel
mundial, entre ellas se pueden describir: el tracoma ocular (serovares
A-C); infecciones del tracto urogenital tales como uretritis; cervicitis
y proctitis (serovar D-K); y la enfermedad de linfogranuloma venéreo
(LGV) sistémico (L1-L3) (Phillips et al., 2019; Bayramova et al., 2018;
Lépez-Castro et al., 2021). Asimismo, cuando la bacteria asciende por
el tracto urinario puede ocasionar enfermedad inflamatoria pélvica,
embarazos ectopicos e infertilidad (Alonso et al.,, 2012; Elwell et al.,
2021; Saka et al., 2011). A parte del gran nimero de enfermedades
que produce, C. trachomatis posee un ciclo de vida complejo (Figura
1y Tabla 1) para ser una bacteria Gram-negativa. Dado que posee un
ciclo de vida bifasico, donde inicia como una forma denominada cuerpo
elemental y termina en una forma conocida como cuerpo reticulado.

Estas dos formas bacterianas establecen el ciclo de vida de C.
trachomatis, el cual puede dividirse conceptualmente en tres fases:

1. Interacciéon de los CE con las mucosas e infeccion de la
célula hospedera.

2. Multiplicacion y division del CR mediante fision binaria y
conversion a CE.
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3. Liberacion de los CE de la célula hospedera mediante lisis
celular o por extrusion de la inclusion.

2. Ciclo de vida

Tal como mencioné previamente, el estilo de vida de C. trachomatis
puede llegar a confundirse con el ciclo de vida de un parasito protozoario,
a causa de que se observan como minimo dos formas bacterianas
durante su ciclo de vida (Figura 1).

Figura 1. Ciclo devida C. trachomatis

Las clamidias se distinguen por tener un comportamiento bifasico,
donde se encuentran inicialmente en dos estadios, el cuerpo elemental
(CE)y el cuerpo reticulado (CR). 1. Los CE extracelulares utilizan adhesinas
y ligandos, para unirse a receptores presentes en la membrana de la
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célula a infectar. Lograda la adherencia 2., eventualmente se produce
la internalizacion de la bacteria por endocitosis, donde esta se inyecta
a partir de un sistema de secrecion tipo Il pre-sintetizados (T3SS) de
proteinas efectoras encargadas de modular varios procesos celulares y
moleculares. 3. Se genera una vesicula dentro de la célula hospedera
conocida como inclusion, donde participan mas proteinas sintetizadas por
el microorganismo. Junto con las proteinas efectoras logran estabilizar la
inclusion, inhiben la actividad del lisosoma y hacen un reordenamiento
del citoesqueleto; la entrada generada puede depender de la actina.
4. Los CE presentes en la inclusion hacen su transicion a CR, los CR se
dividen por fisién binaria y liberan efectores tempranos para modificar
la membrana de inclusion. La inclusion empieza a migrar a través de los
microtibulos desde la carga positiva, hasta la carga negativa con el fin
de llegar al centro organizador de microttbulos (MTOC) o centrosoma.
5. Una vez la inclusion llega a la region peri-Golgi rica en nutrientes,
la bacteria recluta los metabolitos de la célula para apoyar su division.
Asi como el crecimiento de la inclusion con el fin de tener mas espacio
para los nuevos CR. 6. Los nutrientes son obtienidos a través de inte-
racciones con organelos de la célula como los lisosomas, peroxisomas,
mitocondrias y los cuerpos multivesiculares. 7. En condiciones de
estrés, los cuerpos reticulados entran en un estado persistente y pasan
a cuerpos aberrantes agrandados, no obstante; se pueden reactivar al
eliminar el estrés. 8. Finalmente, la inclusion logra abarcar gran parte
del citoplasma de la célula infectada y los CR se transitan a su forma
de CE y salen de la célula para infectar nuevas células, la salida de los
nuevos CE se puede dar bajo dos mecanismos, generando lisis en la
célula o cortando una pequena seccion de esta por extrusion. Fuente:
autoria propia realizado en Biorender.
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Tabla 1. Tiempo transcurrido durante el ciclo de
desarrollo de C. trachomatis dentro de la célula hospedera

Ti i .
1empo h‘?' (hor.a ® Etapa ciclo de desarrollo
posteriores infeccion)
2 Adhesion, internalizacion y los CE se unen a una inclusion
naciente.

2-6 CE se diferencian a CR.
12 CR se dividen por fision binaria.
18-24 Punto maximo de division, CR transiciona nuevamente a CE.
48-72 Lisis y liberacion de nuevos CE.

A diferencia de otras especies del género de Chlamydia spp., el C. trachomatis se caracteriza
por cumplir su ciclo hasta las 72 horas posteriores a la infeccion donde realiza diferentes procesos
en cada etapa del ciclo. Fuente: autoria propia.

3. Cuerpo elemental (CE)

Los CE estan adaptados para sobrevivir en medio extracelular, puesto
que estan envueltos por el complejo de membrana externo Chlamydial
(CMEC) constituido por una capa externa de proteinas entrecruzadas, a
través de puentes disulfuro intra e intermoleculares que ayudan a que los
CE resistan al estrés osmatico v fisico. Aunque el CMEC esta constituido
por un amplio ndmero de proteinas, la mas abundante (alrededor del
60% del peso de la membrana) es la proteina de membrana externa
MOMP (por sus siglas en inglés Major Outer Membrane Protein). Seguido
de las proteinas ricas en cisteina denominadas OmcA y OmcB y de las
proteinas de membrana polimorfica PMP’s que fabrican numerosos
puentes disulfuro dandole mayor rigidez, resistencia al estrés fisico y escasa
permeabilidad al estadio infectivo (L6pez, Rojas, Rojas, Diaz, y Munoz,
2021). De ese modo, los CE entran a mucosas (dependiendo del tropismo
que tenga el serovar, en el caso de C. trachomatis, los serovares L tienen
mayor afinidad por células fagociticas, mientras que los otros serovares
A-K tienen mas afinidad a células epiteliales) (Alonso et al., 2012).
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4.Cuerpo reticulado (CR)

La funcién de los CR basicamente se centra en la adquisicion de
nutrientes y su replicacion dentro de la célula hospedera. Este estadio
tiene una alta capacidad de expresar proteinas que estan involucradas
en la produccion de ATP, el transporte de electrones y nutrientes (Elwell,
Mirrashidi, y Engel, 2016). Se analizaron las propiedades metabdlicas
y patogénicas a partir de estudios protedmicos de los estadios de C.
trachomatis (Saka et al., 2011), encontrando que los CR expresaban
proteinas relacionadas a:

» La biogénesis de ATP, como las ATP sintasas de tipo V (genes
AtpA, AtpB, AthC y Atpl).

» Eltransporte de electrones, como la Citocromo oxidasa subunidad
| (CydA).

»  Glucolisis y gluconeogénesis, como la Enolasa.

Ademas, informaron que los CR acumulan proteinas involucradas en la
generacion de ATP. Sin embargo; su proporcién era menor en contraste
con CE, ya que ese grupo de proteinas en CR sélo representaba el 3.8%,
mientras que en CE era del 11%. De la misma forma, se ha descrito
que los CR sintetizan pequenas cantidades de peptidoglicano las cuales
desempenan un papel en la division celular bacteriana (AbdelRahman
et al.,, 2005), en comparacion con el citoplasma de los CE donde su
contenido de acidos nucleicos es altamente condensado, el citoplasma
de CR parece granular con acidos nucleicos fibrilares difusos.
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5. Interacciéon de los CE con las mucosas e in-
feccidon de la célula hospedera

5.1 Adhesion Chlamydia-célula hospedera

El primer paso del proceso infectivo de la bacteria comprende la
interaccion directa entre la bacteria y la célula, por ende, la adhesion es
un prerrequisito para continuar con el ciclo infectivo. En este proceso
es indispensable la participacion de varios componentes, tanto del
patégeno como de la célula. A pesar de que en la actualidad, sélo se
han descubierto unas pocas de las mdltiples moléculas de adhesién y
sus respectivos receptores, atn se difieren los mecanismos en los que
se da la uniéon (Figura 2 y Tabla 2). Sin embargo, estas moléculas son
suficientes para generar la adhesion y facilitar la entrada del microor-
ganismo en mdltiples lineas celulares.

Se describié (Hegemann et al., 2012) que en casi todos los tipos de
células que se han probado in vitro son susceptibles a la infeccion de
Chlamydia con muy poca variacion en la eficiencia y especificidad de
adhesion o internalizacion.

Tabla 2. Diferencias entre el CE y el CR

Los dos estadios de Chlamydia son muy distintos entre si y estas
disimilitudes se relacionan con la etapa del ciclo de desarrollo. Fuente:
autoria propia.

Caracteristica Cuerpo elemental Cuerpo reticulado
Tamano 300 nm 500-1000 nm o incluso mas
Proporcion DNA/RNA 1/1 3/1
Proporcién Membrana Externa | 2/1 1/1
Residuos cisteina Aumentados Disminuidos
Division celular Inactivo Activo (Fisién binaria)
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Caracteristica Cuerpo elemental Cuerpo reticulado

Metabdlicamente Inactivo Activo
Espacio donde puede sobrevivir | Medio extracelular | Medio intracelular
Endocitosis celular Induce No induce

Sintesis ATP Producen ATP, de- | Dependen ATP exégeno
pendientes de la
Glucosa-6-fosfato
(G6P)

Etapas de Infeccion Infectante Replicacion intracelular

5.2 Componentes importantes CMEM
y adhesion

El complejo de la membrana externa de CE garantiza la supervivencia
de CE en el medio extracelular. Este complejo esta conformado por
distintos componentes estructurales que también pueden cumplir
funciones como adhesinas, en los que destacan principalmente: MOMP,
OmcB, LPS/LOS y PMP’s.

Proteina principal de membrana externa/CT681

La proteina principal de membrana externa esta codificada por el
gen OmpA, como se menciond anteriormente. Esta proteina esta en
mayor proporcion en CMEM y cumple un papel fundamental en C.
trachomatis, dado que esta involucrada en la unién, la internalizacion
y la prevencion de la fusion fagolisosomica. Por otra parte cuenta
con una composicion antigénica-inmunomoduladora (Wyllie et al,,
2020) y la secuencia de aminoacidos que la compone es variable en
cada serovar de C. trachomatis. Asimismo, la cantidad de ellos puede
aumentar o disminuir las funciones que ejerce (Guerra et al., 201). Se
puede encontrar en dos estructuras diferentes las cuales se relacionan
con una funcion especifica: como estructura trimérica su funcion
en CE es de adhesion con el respectivo receptor celular (Tabla 2); y
estructura monomérica tiene funcion de porina en CR, que facilita la
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entrada de ATP exdégeno y la permeabilidad de nutrientes. El tamano
de los poros que se pueden formar es de aproximadamente 2 nm de
didametro (Sun, Pal, Sarcon, Kim, Sugawara, Nikaido, Cocco, Peterson
y de la Maza, 2020).

OmcB

La proteina OmcB de C.trachomatis es un polipéptido de membrana
externa rico en cisteina, se considera como la segunda proteina con
mas abundancia en CMEC (Alonso et al., 2021) y tiene importantes
propiedades funcionales: como proteina estructural; esta involucrada
en la conversion de CR en replicacion a CR y como funcion antigénica;
se le atribuye la induccion de respuesta humoral, especificamente de
anticuerpos tanto en humanos como en animales (Fadel y Eley, 2007).

LOS (lipooligosacaridos) y LPS (lipopolisacaridos)

Los lipooligosacaridos (LOS) y los lipopolisacaridos (LPS) hacen parte
de la membrana externa de la bacteria (Figura 2) y junto con la pro-
teina MOMP son los componentes con mayor actividad antigénica.
Los LPS se considera un antigeno termoestable presente en toda la
familia de la bacteria y tiene relacion con la viabilidad. Paralelamente,
a diferencia de LPS los LOS tiene carencia del antigeno O, perdiendo
asi su componente inmunogénico. En la Chlamydia spp se demostrd
que es esencial para que el CR logre su transiciéon a CE y puede generar
estabilidad en la membrana externa, ademas que la inhibiciéon de LPS
y LOS no induce la formacién de formas aberrantes (FA) (Nguyen et
al., 2011; Rund, 1999).
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Figura 2. Interacciones Hospedero-Patogeno
importantes para internalizacion de Chlamydia
trachomatis a la célula hospedera

Los LPS (lipopolisacaridos), MOMP (proteina principal de membrana
externa), CFTR (regulador de conductancia transmembrana de fibrosis
quistica-un canal aniénico epitelial apical). Fuente: autoria propia
realizado en Biorender.

PMP’S (proteinas de membrana polimdrfica)

Las PMPs son una familia de proteinas auto transportadoras secretadas
de tipo V, tienden a tener un alto grado de diversidad entre ellas mismas
(>50%) y estan presentes en todas las especies de Chlamydia spp. Su
ndmero es variable entre especies, puesto que C. pneumoniae'y C. psittaci
tienen 21 de estas proteinas, mientras que C. trachomatis cuenta con
tan solo 9 proteinas, (Alonso et al., 2021; Liu et al., 2020). Su sintesis se
lleva a cabo en las Gltimas fases del ciclo de desarrollo y consideradas
tanto proteinas auto transportadoras como adhesinas (Tabla 2).
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Cuando los CE se han adherido a la célula hospedera inyectan unas
proteinas conocidas como proteinas efectoras, a través de un sistema de
secrecion conocido como sistema de secrecion de tipo lll pre-sintetizados
(T3SS) (Figura 1.). Favoreciendo de esta forma la interaccion CE-célula,
por una parte de los efectores inician reordenamientos citoesqueléticos
para facilitar la internalizacion, se inhibe la fusion del endosoma con
el lisosoma y/o se inicia la senalizacion mitogénica para establecer un
estado anti apoptotico.

5.3 Internalizacion

La entrada de Chlamydia en células esta mediada por la reorganiza-
cion del citoesqueleto de actina, el cual es dependiente de GTPasas
(Cossé et al., 2016), seglin Carabeo (Carabeo et al., 2007). La entrada
es sostenida por una polimerizacién de actina discreta y transitoria,
logrando impulsar la absorcion de la particula en una vesicula delimitada
por una membrana apretada, desconectada del medio extracelular.
Rac1 activado (miembro de la familia de GTPasas) recluta factores
promotores de nucleacion, como WAVE2, Abi-1, Arp 2 y 3 (Carabeo
et al., 2007), indispensables para lograr la reorganizacién de actina
inducida por C. trachomatis.

Cuando se gener6 lainteraccion entre CE y la célula, CE se inyectd un
sistema de secrecion de tipo Il (T3SS) (Figura 3) liberando rapidamente
un grupo de proteinas efectoras que entran en contacto con los com-
partimientos celulares. Una de las principales proteinas secretadas es
la proteina TarP (fosfoproteina de reclutamiento de actina translocada)
(Jewett et al., 2006), sometida a fosforilacion por una quinasa de la
célula hospedera y esta asociada espacial y temporalmente con el
secuestro de actina en el sitio de invasion de CE. También puede llegar a
nuclear directamente la polimerizacién de actina a través de un imitador
del dominio de unién a actina WH2, esto lleva a la participacién de
factores de intercambio de nucleétidos de guanina Rac1 vy, a su vez,
sigue promoviendo la activacion de Rac1 (Carabeo et al., 2007).
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De este modo, la entrada de la bacteria se compone de procesos
complejos y se necesita la activacion de cascadas de proteinas adapta-
doras presentes en el citoplasma de la célula, como proteinas tirosina
quinasas, la familia de las GTPasas (Rho A-C, Rac1, Cdc4, Familia Rho)
y proteinas efectoras sintetizadas por la bacteria como lo son la TarP
fomentando la remodelacion sinérgica del citoesqueleto de actina para
facilitar la absorcion del patégeno.

5.4 Adhesinas/ligando

Diferentes adhesinas han sido encontradas a causa de que son claves
en el proceso de invasion de Chlamydia, mencionadas en la Tabla 3,
con cada uno de los ligandos encontrados hasta la fecha (Tabla 3).

Tabla 3. Adhesinas/ligandos de Chlamydia spp., con sus
respectivos receptores de la célula hospedera que facilitan

la entrada de la bacteria a la célula.

Componente/ligando de adhesion
o infeccion de Chlamydia

Receptor de la
célula hospedera

Referencias

MOMP unido a Oligosacaridos

Receptor IGF2/ Re-
ceptor de union a la

galectina beta

(Lujan et al., 2018;
Bugalhao et al., 2019).

GroEL-1 Desconocido (Hegemann et al.,
2012).

LPS CFTR (Ajonumaetal., 2014).

OmcB GAG (Ajonuma et al., 2014;
Becker et al., 2014;
Stallman et al., 2015).

Pmps EGFR (Elwell et al., 2008).

Ctad-1 Beta integrina (Yang et al., 2019).

Desconocido PDGFR (Bugalhao et al., 2019;

Igietseme et al., 2020;
Moelleken et al., 2007).
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Componente/ligando de adhesion Receptor de la Referencias
o infeccion de Chlamydia célula hospedera
Desconocido FGFR (Hegemannetal., 2012;
Elwell et al., 2016).
Art) Desconocido (Hegemann et al.,

2012).

CFTR (regulador de la conductancia transmembrana de la fibrosis
quistica), GAG (glucosaminoglicanos), EFGR (receptor del factor de
crecimiento epidérmico), PDGFR (factor de crecimiento derivado de
plaquetas). Fuente: elaboracion propia.

NF-T3SS (el sistema de secrecion de tipo I11

no flagelar)

Una estructura compleja que comparten varias bacterias Gram-ne-
gativas incluida C. trachomatis es el sistema de secrecion de tipo 11l NF,
que es un factor de virulencia compuesto por mas de 20 proteinas (la
estructura formada se conoce como inyectisoma). Tiene como funcion
principal ser puente entre el CE y la célula para que la bacteria pueda
secretar y translocar proteinas directamente al citoplasma de la célula
sin pasar por medio extracelular (Coburn et al., 2007). Las proteinas
secretadas tienen diferentes funciones que facilitan el progreso de la
infeccion. En la C. trachomatis las funciones se centran en la interfe-
rencia y reestructuracion del citoesqueleto de la célula hospedera para
promover la adhesion y la invasion, interferencia con los mecanismos
de trafico de nutrientes y metabolitos, la citotoxicidad, el mimetismo
molecular, la disfuncion celular y la evasién de la respuesta inmune
(Nans et al., 2015; Dai et al., 2014).

Aunque en la actualidad se desconocen varios conceptos y caracte-
risticas del sistema T3SS de la C. trachomatis, a causa de su rasgo como
microorganismo intracelular se han propuesto mecanismos moleculares
en los que el T3SS secreta proteinas efectoras (Mueller, Plano y Fields,
2014). Moulder James sugirié la posibilidad de que el sistema esté
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regulado por enlaces disulfuro, como se ha hablado anteriormente, el
CE esta envuelto por una gran cantidad de enlaces disulfuro que se
van reduciendo a medida que CE hace la transicion a CR. En el caso
del T3SS, los enlaces disulfuro permiten una mayor estabilidad y rigidez
estructural del inyectisoma para establecer el contacto con la célula
(Moulder, 1991).

En resumen, el T3SS funciona como una jeringa molecular la cual
permite a la bacteria liberar proteinas de invasion. La jeringa esta com-
puesta de varias proteinas (Figura 3) que operan bajo la interaccion de
las mismas macromoléculas generada por interrelaciones especificas
de la membrana interna y externa de la bacteria con la membrana de
la célula.

La C. trachomatis tiene una alta capacidad de expresar y secretar
proteinas que le permiten seguir con su ciclo infectivo dentro de la célula
hospedera, el grupo mas prominente de estas proteinas secretadas se
encargan de mediar la interaccién entre la bacteria con la célula hos-
pedera. A este grupo se conoce como las proteinas de membrana de
inclusion (Inc’s) (Tabla 4), las cuales se distinguen por estar localizadas
en la membrana de inclusion y cada una tiene un dominio hidrofébico
bilobulado Unico con un rango aproximado de 50 a 80 aminoacidos
(Rocket et al., 2002). En la actualidad, se han identificado entre 36 a
107 proteinas Incs y su variacion se asocia a la especie del género; para
C. trachomatis se han descubierto 36. (Elwell et al., 2016; Bugalhao et
al., 2019).
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Figura 3. Estructura del sistema de secrecion tipo Il y las
principales proteinas que lo componen

El sistema T3SS NF de C. trachomatis inicialmente interactda con
la membrana interna y externa de la bacteria y consta de estructuras
anulares las cuales estan presumiblemente unidas por una estructura
periplasmica. El cuerpo basal se asocia a través de una aguja extracelular
con dos proteinas translocadoras (CopA y CopB) en forma de canal
ensamblada con la membrana plasmatica de la célula hospedera. La
energia requerida para el acoplamiento y la traslocacién de los sustratos
(proteinas liberadas) es proporcionada por una proteina ATPasa (CsdN/
Flil) y la encargada de inhibir la accion de CsdN, es CdsL que junto con
CdsR, CdsS, CdsT, CdsU y CdsV generan un complejo relacionado a la
membrana interna de la bacteria. En la actualidad existen otros sistemas
de secrecion de Tipo Il relacionadas con el movimiento de la bacteria,
a diferencia de ese sistema el T3SS NF es asociado sélo a traslocacion
cuenta con un anillo C citoplasmatico (complejo de proteinas en las
que se encuentran FliF, Flil, FIhA), en la que su funcién se relaciona
con la secrecion y el acoplamiento de la proteina ATPasa. Tomado y
modificado de (Peters et al., 2007; Buttner et al., 2012; Dai etal., 2014).
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6.Proteinas de inclusion

Las proteinas de inclusion de C. trachomatis se clasifican en tres
grupos y su agrupacion depende de los respectivos niveles de ARN
mensajero (ARNm) durante el ciclo de desarrollo de la bacteria. Donde
las proteinas Inc’s de ciclo temprano cuentan con niveles mas altos de
ARNm entre 2-6h hpi, Inc’s de ciclo intermedio niveles mas altos de
ARNmM entre 6-20 hpi y los Inc’s de ciclo tardio niveles mas altos de
ARNmM después de 20 hpi (Bugalhao et al., 2019).

Tabla 4. Proteinas de inclusion de C. trachomatis

Proteina Inc Nivel de
(Cepa D/UW-3 / .. Funcion Referencias
expresion
CX)

CTO005/IncV Temprano Enlazalainclusion parafaci- | (Almeida et al.,
litar el transporte al reticulo | 2018).
endoplasmatico.

CT006 Temprano Interacciona con la proteina | (Almeida et al.,
tirosina quinasa 7 (PTK7), | 2020).
manipula las gotas lipidicas
y facilita su internalizacion
a la inclusion.

CT101/MrcA Medio Regula formacion de ex- | (Nguyen et al.,
trusion, interactia con el | 2018).
receptor de inositol 1,4,5-tri-
fosfato tipo 3 (ITPR3).

CT115/IncD Temprano Facilita el transporte de lipi- | (Derré et al.,
dos de la célula hospedera | 2011).

y mejora el metabolismo de
la bacteria.

CT116/IncE Temprano | Se une y recluta proteinas | (Paul et al., 2017;
Nexinas de la célula hos- | Aeberhard et al.,
pedera, para promover la | 2015).
formacion de la inclusion
y controlar qué tipos de
proteinas y moléculas grasas
se asocian con ella.
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Proteina Inc

Nivel .. .
(Cepa D/UW-3 / ve de Funcion Referencias
x) expresion
CT117/ IncF Temprano | Interacciona con otras pro- | (Olson et al.,
tefnas Inc. 2021).
CT118/ IncG Temprano Interacciona con la proteina | (Scidmore y
14-3-38 de la célula. Hackstadt, 2008).
CT119/Inca Medio Fusion de inclusion y re- | (Hackstadt et al.,
gula el tréfico vesicular de | 2001).
la célula.
CT134 Indefinido | Formaciénjunto con CT135 | (Bonner et al.,
de operdn bicistrénico, tam- | 2015; Sturdevant
bien es estable en todos los | et al., 2020).
serovares de C. trachomatis.
CT135 Temprano Formacion junto con CT134 | (Bonner et al,,
de operon bicistrénico, | 2015; Sturdevant
es altamente polimoérfico | et al., 2020).
entre los serovares de C.
trachomatis.
CT147 Indefinido | Desconocido. (Bugalhao et al.,
2019 pp. 20-58.
CT179 Indefinido | Desconocido. (Bugalhao et al.,
2019; Li et al,,
2020).
CT192 Temprano Interactda con la dineina, | (Gitsels et al.,
posiblemente imita la ac- | 2019).
tividad de unién de carga
para unir la inclusion a la
dineina y/o centrosomas.
CT222 Medio Proteina primaria que faci- | (Gauliard et al.,
lita interaccion entre otras | 2015).
Inc’s para la formacién de
complejos proteicos.
CT223/IPAM Medio Modulacién de la red de | (Dumoux et al.,
microtibulos e inhibe de | 2015; Alzhanov et
la citocinesis de la célula | al., 2009).
hospedera.
CT224 Medio Inhibicion de citocinesis. (Alzhanov, Weeks,

Burnett y Rockey,
2009).

Continda.
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Proteina Inc

Nivel .. .
(Cepa D/UW-3 / ve de Funcion Referencias
x) expresion
CT225 Medio Inhibicion de citocinesis. (Alzhanov, Weeks,
Burnett y Rockey,
2009).
CT226 Medio Interacciona con la proteina | (Pruitt, 2020).
tropomodulina-3 (TMOD?3)
la cual esta involucrada en
el reclutamiento de actina
dentro de la célula, y es
responsable de la integridad
estructural tanto de la célula
como de la inclusion.
CT227 Tardio Desconocido. (Bugalhao et al.,
2019; Li et al,,
2020).
CT228 Medio Recluta elementos de la | (Lutter et al.,
via de la miosina fosfatasa | 2013).
para la regulacion de los
mecanismos de liberacion al
final del ciclo de desarrollo.
CT229/CpoS Temprano | Control de la estabilidad de | (Rzomp et al.,
lainclusiony /o muerte de | 2020).
la célula huésped, recluta
Rab GTPasas y efectores
Rab en la periferia de la
inclusion para promover la
infeccion.
CT232/IncB Temprano | Desconocido. (Bugalhao et al.,
2019).
CT233/IncC Temprano Interaccién con otras pro- | (Gauliard et al.,
teinas Incs para generar | 2015).
complejos proteicos.
CT249 Temprano Ciclo celular, divisién y | (Li et al., 2020;
apoptosis. Mirrashidi, 2015).
CT288 Medio Interactiia y modula la pro- | (Almeida, 2018).
teina centrosomal humana
CCDCT146.
CT345 Medio Desconocido. (Bugalhao et al.,

2019).
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Proteina Inc

(Cepa D/UW-3 / N, de Funcion Referencias
expresion
CX)

CT358 Medio Proteina de membrana, se | (Zhong-Yu et al.,
expresa a partir de las 12h | 2009).
de infeccion.

CT383 Medio Modulacion de la estabi- | (Rahnama y Fields,
lidad de la membrana de | 2018).
inclusion.

CT440 Medio Proteina de membrana, se | (Zhong-Yu et al.,
expresa a partir de las 12h | 2011).
de infeccion.

CT442/CrpA Medio Apoptosis. (Mirrashidi, 2015).

CT449 Medio Ciclo celular, division y | (Mirrashidi, 2015).
actividad en mitocondria.

CT483 Indefinido | Desconocido. (Bugalhao et al.,

2019),
CT565 Indefinido | Desconocido. (Bugalhao et al.,
2019).

CT618 Indefinido | Proteina de membrana, se | (Spaeth, Cheny
expresa a partir de las 12- | Valdivia, 2009).
24h de infeccion.

CT813/InaC Medio Modulacién de modifica- | (Bugalhao et al.,
ciones postraduccionales | 2019; Chen et al.,
de microtdbulos y de la | 2020).
redistribucion de F-actina
y Golgi alrededor de la in-
clusion, adicionalmente es
capaz de inducir respuesta
inmune por interacciones
intracelulares con la célula
hospedera.

CT850 Medio Interactda con la subunidad | (Mital et al., 2015).

1 de la cadena ligera de di-
neinay facilita el transporte
al centro organizador de
microtdbulos (MTOC).

Fuente: tomado y modificado de Bugalhdo y cols. (2019).
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7. Multiplicacién y division del CR mediante
fision binaria y conversion a CE

7.1 Formacioén inclusion

Cuando los cuerpos elementales que lograron infectar la célula son
envueltos en un compartimiento unido a la membrana conocido como
inclusion (6-8 hpi) (Tabla 1), se llega a dar dentro de la inclusion la
transicion del cuerpo elemental al cuerpo reticulado metabélicamente
activo. Esta inclusion se disocia rapidamente de la via endolisosomica,
evitando la fusion lisosomal (Bastidas et al., 2013) y utiliza los microtu-
bulos como material de desplazamiento hasta el centro organizador
de microtdbulos (MTOC) (Figura 1) de una manera dependiente de
la dineina pero independiente de la dinamitina p50, ya que en esta
ubicacién hay una mayor facilidad de interaccionar con compartimientos
ricos en nutrientes (Mehlitz y Rudel, 2013). Se sugiere que el CT850
se une directamente a la cadena ligera 1 de dineina (DYNLT1) para
permitir el trafico de la inclusion al MTOC (Mital et al., 2015). Debido
a la fragilidad que tiene la inclusién, se hace necesario preservar su
estabilidad e integridad. Para ello, la F-actina y los filamentos interme-
dios rodean la inclusién en forma de andamio, el reclutamiento y el
ensamblaje de F-actina se realiza mediante Rhoa GTPasas, septinas,
senalizacion de EGFR y CT813 (Figura 4). Se sospecha que varias
proteinas Inc’s reclutan Rhoa, para facilitar el ensamblaje de F-actina'y
a su vez, la F-actina recluta proteinas de filamentos intermedios a través
de moléculas enlazadoras. Ademas, los microtidbulos se reorganizan
en la superficie de la inclusién para crear una estructura compleja (Liu
et al., 2020; Jewet et al., 2006; Elwell et al., 2008; Gitsels et al., 2019;
Chen et al., 2020). En C. trachomatis las inclusiones formadas tienden
una deformacion en la membrana posiblemente causada por IncE,
encargada de reclutar proteinas relacionadas a la actividad de tubulacion
como las proteinas de clasificacion de nexina (SNX) SNX5 y SNX6,
puesto que estas proteinas son indispensables para la deformacion de
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la membrana y génesis de tibulos. No obstante, también modulan la
degradacion endocitica y lisosomica por ello, se sugiere que el recluta-
miento de las proteinas SNX va mas alla de facilitar la infeccion, lo que
busca es evitar la destruccion del microorganismo (Paul et al., 2017;
Aeberhard et al., 2015; Mirrashidi et al., 2015). Cuando la inclusion llega
al centrosoma, el cuerpo reticulado comienza su proceso de division
utilizando metabolitos de la bacteria y liberando proteinas de inclusion.

Figura 4. Relacion de las proteinas Inc con la célula.
Fuente: tomado y modificado de Mirrashidi y cols (2015)
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8.Principales funciones de las proteinas Inc’s

8.1 Modulacion trafico vesicular de la célula
hospedera

La bacteria al encontrarse en un compartimiento intravacuolar,
secreta las proteinas de inclusion encargadas de manipular el trafico
vesicular de la célula hospedera. Ya sea como supervivencia, evitando
la ruta fagolisosomica conductora a la destruccion del microorganismo,
asi como también para intervenir con las vesiculas de la célula con el fin
de contener los nutrientes indispensables para su desarrollo y transicion
dentro de la inclusion formada. Se ha reportado actividad significativa
de IncA, IncV, Inck, CpoS y CT383 como principales proteinas Inc’s
intervientoras en esta intercepcion de nutrientes (Elwell et al., 2016;
Rahnama et al., 2018; Hackstadt et al., 1997).

8.2 Estabilidad de la membranay control de la
muerte celular

Como mecanismo para mantenerse intacta en la célula C. trachomatis,
debe evitar estar libre en el citoplasma celular, y para lograrlo debe
controlar la estabilidad de la inclusion donde se encuentra, las proteinas
involucradas en este proceso son CpoS, IncCy CT383 (Tabla 5). De lo
contario, un proceso que desestabilice la inclusion facilitaria la lisis de
la misma e induciria la muerte celular mediada por autofagia (Bugalhao
etal,, 2019). Estudios previos (Sixt et al., 2017; Weber et al., 2017) de-
mostraron que la ausencia de CpoS activa una proteina transmembrana
conocida como STING (estimulador de genes de tipo Interferén, siendo
esta una molécula de senalizacién asociada al reticulo endoplasmatico
(ER) que es indispensable para controlar la transcripcién de mdltiples
genes proinflamatorios, en los que se destacan los interferones de tipo
1. Por lo tanto, la activacion de STING por ausencia de CpoS facilita

80



Capitulo 11 - Conociendo el ciclo de vida de chlamydia trachomatis

la destruccion del patdgeno por un desencadenamiento de multiples
respuestas celulares (Barber et al., 2015; Sixt et al., 2017).

8.3 Modulacién aparato de Golgiy
citoesqueleto celular

La C. trachomatis manipula y remodela el citoesqueleto de la célula en
diferentes etapas de su ciclo de desarrollo, para promover la redistribucion
del complejo de Golgi alrededor de la inclusién formada. Se ha descrito
que las proteinas CT223/IPAM (proteina de inclusion que actda sobre
los microttbulos) e InaC (proteina de membrana de inclusion asociada
al ensamblaje de actina) participan en estos procesos (Dumoux et al.,
2015; Alzhanov et al., 2009; Gauliard et al., 2015). La IPAM se encuentra
localizado cerca al centrosoma (Figura 4) y permite la organizacion
de los microtdbulos a partir de la unién con la proteina centrosomal
CEP170, esto facilita la acumulacion de microtdbulos alrededor de la
inclusion, ademas se ha relacionado con la mejora de la morfologia de
la inclusion (Alzhanov et al., 2009). No obstante, también es necesaria
la presencia de la F-actina en la acumulacién que rodea la inclusion, a
causa de que junto con los microttbulos logran formar una estructura
similar a una jaula. En la célula eucariota los factores de ribosilacion de
ADP (ARF) son pequenas GTPasas, las cuales tienen gran variedad de
funciones, en donde destaca la remodelacion de actina y del complejo
de Golgi A causa de que estan controlando la maduracion cisternal,
el trafico vesicular y la composicion de lipidos de la membrana a
través de la asociacion reversible de las membranas del complejo de
Golgi convirtiéndolos asi, en un blanco de accién de la bacteria. La
proteina InaC recluta ARF 1 y 4 con el fin de generar modificaciones
postraduccionales de microttibulos para inducir una redistribucion del
aparato de Golgi alrededor de la inclusion (Wesolowski et al., 2017).

Durante las etapas de mitad del ciclo de desarrollo por C. tracho-
matis, el aparato de Golgi sufre un cambio conformacional en donde
se fragmenta en mini pilas cuando rodea la inclusion, generando una
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hipotesis que se relaciona con el aumento de la liberacion de lipidos.
Varias proteinas del huésped se han implicado en este proceso, inclu-
yendo RAB6 y RAB11, ARF GTPasas, dinaminay caspasas inflamatorias
(Elwell et al., 2016).

9. Proteinas no Inc secretadas fuera de la inclusion

En la C. trachomatis se han encontrado mas de 20 proteinas las
cuales en su mayoria estan exentas de la inclusion, estas proteinas
logran interactuar con varios organelos celulares con el fin de facilitar
la infeccion y el ciclo de desarrollo de la bacteria. Entre los principales
organelos se encuentra la membrana plasmatica, el citoplasma y el
ndcleo (Jorgensen y Valdivia, 2020; Cunha et al., 2017; Kumar et al.,
2006; Pennini et al., 2010).

Tabla 5. Proteinas no asociadas a inclusion de la bacteria

En ella no se tienen en cuenta las proteinas que conforman el T3SS
(Figura 3). Posiblemente, existen mas proteinas, pero la tabla s6lo hace
mencion en las que se han detectado experimentalmente.

Riclemaline Funcion Referencias
(Cepa D/UW-3 /CX)

CT042/GlgX Hidrolasa de glucégeno. (Nicholson, 2020).

CT049/PIs1 Proteina asociada a membrana de inclu- | (Jorgensen y
sion, estan relacionadas con el dominio | Valdivia, 2020).
pasajero de la proteina polimérfica PmpC,
son altamente polimorficas entre las cepas
de C. trachomatis.

CTO050/Pls2 Proteina asociada a membrana de inclu- | (Jorgensen y
sion, estan relacionadas con el dominio | Valdivia, 2020).
pasajero de la proteina polimérfica PmpC,
son altamente polimorficas entre las cepas
de C. trachomatis.

CT089/CopN Regulador exportado de la secrecion | (Fields y Hacksta-
de tipo Il dt, 2002).
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Proteina Inc

(Cepa D/UW-3 /CX) Funcion Referencias

CT105/CteG Subvierte y modula el transporte vesicular | (Pais et al., 2019).
de la célula huésped.

CT142 Proteina localizada en el lumen de la | (Cunha et al.,
inclusion, funciona como sustrato del | 2017).
sistema de secrecion tipo lll.

CT143 Proteina localizada en el lumen de la | (Cunha et al.,
inclusion, funciona como sustrato del | 2017).
sistema de secrecion tipo lll.

CT144 Proteina localizada en el lumen de la | (Cunha et al.,
inclusion, funciona como sustrato del | 2017).
sistema de secrecion tipo lll.

CT156/Ldat Proteina con afinidad por las gotas lipi- | (Kumar et al.,
dicas de la célula y puede contribuir al | 2006).
reclutamiento de estas estructuras para
la inclusion.

CT156/Lda2 Proteina con afinidad por las gotas lipidi- | (Kumar et al.,
cas de la célulay puede llegar a contribuir | 2006).
al reclutamiento de estas estructuras para
la inclusion.

CT311 Dirige la secrecion de PhoA en laregion | (Lei et al., 2011).
periplasmica bacteriana.

CT456/TarP Recluta y hace nucleacién de actina | (Betts et al.,
para facilitar la entrada de los cuerpos | 2009).
elementales en la célula. Esta fosforilada
en residuos de tirosina y se propone que
funcione de manera similar al receptor
de intimina translocado de E. Coli entro-
patogeno (Tir).

CT473/Lda3 Proteina con afinidad por las gotas lipi- | (Kumar et al.,
dicas de la célula y puede contribuir al | 2006).
reclutamiento de estas estructuras para
la inclusion.

CT529/Capl Presente en la membrana de inclusién | (Spaeth et al.,

y estd asociada a la obtencion de gotas | 2009).
lipidicas.

CT620 Secreta en el citosol de la célula y se | (Hobolt et al.,
transloca al nicleo para favorecer la | 2009; Muschiol et
infeccion. al., 2011).

Continda.
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Bicleialine Funcion Referencias

(Cepa D/UW-3 /CX)

CT621 Secreta en el citosol de la célula y se | (Hobolt et al.,
transloca al ndcleo para favorecer la | 2009; Muschiol et
infeccion. al., 2011).

CT622/TaiP Proteina de interaccion ATG16L1 translo- | (Hamaoui et al.,
cada, evita la restriccion del crecimiento | 2020).
de lainclusion y evita la autofagia celular.

CT694/TmeA Secuestra el eje de remodelacion de la | (Faris et al., 2020).
actina N-WASP-ARP2 / 3 para facilitar la
invasion celular.

CT695/TmeB Desconocida, es secretada en varios | (Mueller et al.,
puntos del ciclo celular. 2015).

CT711 Es secretada en el citosol de la célula y | (Patton et al.,
se transloca al nicleo para favorecer la | 2016).
infeccion.

CT737/NUE Proteina efectora nuclear para asociarse | (Pennini et al.,
con la cromatina de la célula, ademas es | 2010).
una histona metiltransferasa que se dirige
alas histonas H2B, H3 y H4 y se somete
a autometilacion.

CT795 Proteina hipotética exclusiva asociada a | (Skwor et al.,
generar fuertes respuestas inmunes de | 2010).
tipo humoral en serovares urogenitales.

CT798/GlgA (Glucogeno sintasa de C. trachomatis) se | (Lu et al., 2013).
encuentra tanto en el citosol de la célula
como en el lumen de la inclusion.

CT806/Ptr Proteasa predicha necesaria para la re- | (Penzetta et al.,
cuperacion del estrés inducido por IFN . | 2019).

CT823/HtrA Serina proteasa a 37°C con funciones en | (Huston et al.,
el periplasma de la bacteria, pero con | 2007).
funcién desconocida en el citosol de la
célula huésped.

CT858/CPAF Proteasa importante en mdltiples aspectos | (Betts et al.,
de la patogénesis de C. trachomatis, | 2009).
incluida la inhibicion de la apoptosis
de la célula huésped y la degradacion
de factores de transcripcion especificos
del huésped importantes en la respuesta
inmunoldgica.
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Proteina Inc

(Cepa D/UW-3 /CX) Funcion Referencias
CT867/ Enzima desubiquitinante (DUB) que | (Betts et al.,
ChlaDUB2/Cdu2 contribuye a la redistribucion de Golgi | 2009).
en torno a la inclusion.
CT868/ Enzima desubiquitinante (DUB) que con- | (Negrete et al.,
ChlaDUB1/Cdut tribuye a la redistribucion de Golgi en | 2008; Bugalhao et
torno alainclusion e inhibe la senalizacion | al., 2019).
del factor nuclear NF kappa B y de la
muerte de la célula huésped.
CT875/TepP Proteina efectora mas abundante secreta- | (Carpenter et al.,

da al principio de la infeccion, ademas, es | 2017; Shan et al,,
importante en: La replicacion bacteriana | 2014).

en serovares urogenitales, la activacion
de genes de IFN tipo |, el reclutamiento
de PI3K y la proteina adaptadora de
senalizacion CrkL a inclusiones y es
susceptible a cambios postraduccionales
como la fosforilacién de tirosina por Src
quinasas.

Fuente: tomado y modificado de Bugalhdo y cols (2019).

10. Obtenciéon de metabolitos

Como se menciond al inicio, la C. trachomatis es un microorganismo
intracelular obligado, es decir; que después de hacer la transicion de CE
al estadio de CR en donde es metabdlicamente activo, su supervivencia
depende Gnicamente de la célula. Para subsistir, la bacteria adquiere
precursores biosintéticos derivados de la misma célula hospedera. En la
actualidad, atin se desconocen algunos mecanismos o vias responsables
que faciliten la adquision de los derivados (Beatty, 2006). Aunque
por la fisiologia celular dentro del huésped mas alla de la membrana
de inclusion se encuentra el citoplasma de la célula. Este citoplasma
se caracteriza por tener una alta concentracion de nutrientes, es ahi
donde varias proteinas no Inc”s ejercen su funciéon, puesto que la jaula
de microtibulos y actina que protege la inclusién hace que la misma
bacteria se disocie en gran medida del citoplasma del huésped. Las
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proteinas no Inc’s interaccionan con los organelos, un ejemplo de ello
se encuentra en la interseccion de la inclusion con vesiculas originadas
en la red trans-Golgi. La esfingomielina derivada del organelo y el
colesterol destinado a la membrana plasmatica se desvian a la inclusion
y se incorporan en las membranas bacterianas (Beatty, 2020; Rzomp
et al., 2020; Piper et al., 2008).

10.1 Cuerpos multivesiculares (MVB)

Los MVB son organelos endociticos tardios complejos esenciales
en la liberacién de proteinas y lipidos los cuales son destinados a la
degradacion lisosomal, al reciclaje y al aparato de Golgi (Rzomp et al.,
2020). La membrana limitante de los MVB forma vesiculas internas
por invaginacion, estas son ricas en acido lisobisfosfatidico (LBPA)
o fosfatidilinositol 3- fosfato (Beatty, 2020; Rzomp et al., 2020). Se
sospecha que las vesiculas enriquecidas con LBPA interfieren en la
hidrélisis de los esfingolipidos y en la regulacion del transporte de
colesterol intracelular (Beatty y Klumperman, 2006). Una glicoproteina
abundante en los MVB que circula entre los compartimientos del
organelo y la via exocitica, es la proteina de tetraspanina CD63 (Beatty
y Klumperman, 2006). También se encuentra la proteina MLN64 la
cual se une al colesterol para estimular la movilizaciéon del colesterol
libre desde las vesiculas donantes ricas en esterol hasta las membranas
aceptoras (Beatty y Klumperman, 2006). Los CD63, MLN64 y LBPA se
han encontrado dentro del lumen de la inclusion de C. trachomatis,
esto sugiere que la bacteria utiliza MVB para replicarse dentro de la
inclusion sin tener contacto con el citosol (Cocchiaro y Valdivia, 2009;
Robertson et al., 2009).

10.2 Gotas lipidicas (LD)

Son organulos compuestos principalmente de lipidos ubicuos neutros,
su formacién y acumulacién en las células puede darse bajo mdltiples
mecanismos, siendo el principal consecuencia de la necesidad de
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almacenar acidos grasos. A diferencia de otros organelos, LD esta
rodeada de una sola capa externa de fosfolipidos (Sanchez Martinez,
2015). En la patogénesis de C. trachomatis, los LD se acoplan en la
superficie de la membrana de inclusion, posterior a ello penetran la
membranay se asocian con los CR, la proteina de inclusién IncA se une
con LD y se acumula en el lumen de la inclusion. Ademas, la proteina
no Inc Lda3 también participa en la captura de LD y ayuda a la uniéon
con la membrana de la inclusion; la captacion de LD por la bacteria
se da en beneficio propio para supervivencia y replicacion bacteriana
(Cocchiaro et al., 2007).

10.3 Mitocondria

Las mitocondrias se asocian directamente con la inclusion y el
agotamiento de la translocasa del complejo de membrana interna, y la
translocasa de la membrana externa conocidos como TIM-TOM, que
importan proteinas mitocondriales, estas proteinas podrian interrumpir
e interferir la infeccion de C. trachomatis y otras especies del género.
Sin embargo, se intuye que la bacteria adquiere metabolitos de energia
para disminuir o contrarrestar el efecto de las senales que inducen
apoptosis, siendo esta otra forma de manipular la célula y evadir la
respuesta inmune (Cocchiaro y Valdivia, 2009).

1. Multiplicacion y division del CR mediante
fision binaria y conversion a CE

Los CR como estadio metabdlicamente activo se dividen por fision
binaria y la inclusion se expande sustancialmente hasta llenar la mayor
parte del citoplasma de la célula. Particularmente en C. trachomatis la
infeccion de una sola célula por varios cuerpos elementales genera
inclusiones individuales, fusionadas entre si por fusién homotipica
(Elwell et al., 2012).
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Durante esta etapa, se provoca un crecimiento exponencial dentro
de la inclusion hasta 100-1000 bacterias (Figura 1) con un tiempo de
duplicacion de 2-3 h que dura de ~12 a 20 horas (los serovares L de
C. trachomatis tienen una velocidad de crecimiento mayor) (Tabla 1)
(Alonso et al., 2021). En etapas tardias (~24 a 72 horas después de la
infeccion por C. trachomatis), los CR pasan a cuerpos elementales de
manera asincroénica, esto puede ser estimulado por su desprendimiento
de la membrana de inclusién.

12. Liberacién de CE de la célula huésped por
lisis celular o por extrusion de la inclusién

La liberacién de cuerpos elementales suele generarse por dos
mecanismos mutuamente excluyentes: la lisis de la célula huésped o
la extrusion de la inclusion (Figura 1), un proceso que se asemeja a la
exocitosis, pero la liberacion podra depender de la serovariedad en el
caso de C. trachomatis. Puesto que, los serovares L inducen a la lisis
celular y muerte concomitante, mientras que en los serovares A-K no
hay asociacién con la muerte celular después de ser liberados a medio
extracelular. Cuando el mecanismo se ocasiona por salida litica, da como
resultado la muerte de la célula huésped e implica la permeabilizacion
de la membrana de inclusion, seguida de la permeabilizacion de la
membrana nuclear y por dltimo, la lisis de la membrana plasmatica
dependiente de calcio. Por otra parte, si se ocasiona por extrusion la
célula huésped queda intacta y sélo implica un pequeno corte de la
membrana seguido de la expulsion de la inclusion, cabe resaltar que
este proceso requiere polimerizacion de actina (Alonso et al., 2012;
Hybiske et al., 2007). Este mecanismo evita la liberacion de contenidos
inflamatorios y protege a los CE de la inmunidad del huésped, a su vez
podria contribuir con la persistencia, ya que en algunas ocasiones los
CE permanecen en la célula huésped.
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13. Formacion de cuerpos aberrantes

Como se mencioné anteriormente, la Chlamydia spp. tiene un com-
portamiento bifasico compuesto de dos estadios morfol6gicamente y
metabdlicamente diferentes. Sin embargo, bajo condiciones de estrés
los cuerpos reticulados pueden entrar en un estado latente conocido
como formas aberrantes (FA) (Figura 1), que se distinguen por no
tener una capacidad infectiva ni replicativa, su actividad metabdlica
disminuye y hay un agrandamiento de los CR aparentemente por causa
de una replicacion continua del DNA sin divisién. Se han reportado
gran variedad de estimulos inductores de la aparicion de esta forma
latente, por ejemplo: la adicion de betalactamicos como la penicilina
y el acido clavulanico (pese a ser bacterias Gramnegativas carentes de
peptidoglicano) (Kintner et al., 2014); antibioticos como la fosfomicina;
la disminucion de la cantidad de nutrientes como minerales esenciales:
glucosa o aminoacidos como el triptéfano y el tratamiento con interferén
gamma (IFN-gamma); la coinfeccién del huésped con otros agentes
patégenos de origen viral ( Lopez-Castro et al., 2012; Panzetta et al.,
2019; Kintner et al., 2014; Wyrick et al., 2010). A pesar de ello, las FA
son reversibles cuando el agente generador del estrés deja de estar
presente y contindan su ciclo a cuerpos elementales normales. No
obstante, la presencia de los FA se ha asociado a procesos infecciosos
sistémicos y/o cronicos (Alonso et al., 2012; Panzetta et al., 2019).
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Martha Gémez Jiménez
Ruth Melida Sanchez Mora

La Chlamydia trachomatis es un microorganismo intracelular obligado,
debido a que para su propagacion y supervivencia requiere crecimiento
dentro de las células del hospedero, es crucial la deteccion y el manejo
de la infeccion. Lo anterior, representa un desafio contintio dado el
creciente aumento en el nimero de casos de infeccion y su naturaleza
asintomatica (Malhotra, Sood, Mukherjee, Muralidhar, & Bala, 2013). Es
importante hacer énfasis en que es asintomatica en aproximadamente
un 70% en mujeres y un 50% en hombres a nivel mundial, sin embargo;
cuando hay manifestaciones clinicas se presentan secrecion anormal,
disuria, dispareunia, dolor abdominal, sangrado y en hombres, algunas
veces es acompanada de dolor testicular. Segin el sitio de infeccion (extra
genital) también pueden aparecer secrecion, sangrado y dolor rectal,
faringitis, secrecion ocular e inflamacion de los parpados (O’Connell
& Ferone, 2016; OMS, 2016b).
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1. Introduccion

Para realizar el diagnéstico de la infeccion por Chlamydia trachomatis,
alo largo de los anos, se han descrito diversas técnicas de laboratorio,
las cuales se han desarrollado a raiz de la necesidad de ejercer un
control sobre el tracoma, mas que de las iniciativas de control de las
ITS (OMS, 2014).

A inicios de los anos 80, el “Gold Standard” en el diagndstico era el
cultivo celular, pero paulatinamente fue reemplazado por métodos mas
sencillos los que permitian mantener un mayor flujo de pruebas, con
resultados rapidos y oportunos, como los ensayos de inmunofluorescencia
usando anticuerpos monoclonales o técnicas de enzimoinmunoensayo
(EIA) (Alonso et al., 2012). Posteriormente, surgieron las pruebas de
amplificacion de acidos nucleicos, las cuales entre los diversos métodos,
representan uno de los mas sensibles y especificos. Teniendo en cuenta
que se permite el uso de muestras clinicas no invasivas, este método
contribuye a la deteccion y diagnéstico oportuno de la infeccion por
C. trachomatis, en poblacion sexualmente activa, siendo el mas utilizado
(Keegan, Diedrich, & Peipert, 2014; Mario Rodriguez Dominguez 2013;
OMS, 2014).

Tabla 1. Tipo de muestra a recolectar
seguin el método diagndstico

Tipo de muestra 5;':}‘:: ,IZZT(;,Of IFD NAAT
Hisopado endocervical Si Si Si Si
Hisopado vaginal No Si No Si
Hisopado uretral Si Si Si Si
Orina No Si No Si
Hisopado rectal Si Si Si Si
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. P
Tipo de muestra Cultivo Pomt”of IFD NAAT
celular care
Hisopado orofaringeo Si No Si Si
Hisopado conjuntival Si No Si No

Fuente: elaboracion de los autores con informacion tomada de FDA, 2019; OMS, 2014.

A continuacion, se describen cada una de las técnicas mencionadas
anteriormente, destacando la toma (se debe considerar que el muestreo
esta sujeto al sitio anatomico segln el cuadro clinico de los pacientes,
sus antecedentes y la sensibilidad que se requiera para el método de
la deteccion de la bacteria) (véase Tabla 1), transporte y conservacion
de las muestras requeridas en cada ensayo para garantizar un resulta-
do confiable (véase tabla 2), sus ventajas y desventajas, entre otros.
(Malhotra et al., 2013).

Tabla 2. Transporte y conservacion de muestras segtn el
método para deteccion de C. trachomatis

Dispositivo . .
Muestra | para Ig toma de i LRl IFD NAAT
celular care”
la muestra
Endocérvix | Hisopos de Usar medio | Colocar en | Extender en | Colocar en el

dacrén o rayon | de transporte | el buffer del | un portaob- | dispositivo de
con mango (por ejemplo, | kity seguir | jetos (una recogida del fa-
de plastico o SPG con las indica- capa fina) bricante o utilizar
cepillo para inhibidores ciones de y secar al el medio liquido
citologia en antimicrobia- | uso. aire. para citologia.

medio liquido.

nos).

Mantener a
4°C por 24
h o mas tiem-
po a-70°C.

Condiciones
ambiente.

Conservary trans-
portar segin sea
indicado (general-
mente a ambiente
hasta 60 dias).

Continda.
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Dispositivo . .
Muestra | para la toma de ST R IFD NAAT
celular care”
la muestra

Uretral Hisopos de Usar medio | Colocar en | Extender en | Colocar en el dis-
dacrén o rayon | de transporte | el buffer del | un portaob- | positivo de recogi-
con mango de | (por ejemplo, | kit y seguir | jetos (una da del fabricante.
aluminio. SPG con inhi- | lasindicacio- | capa fina)

bidores anti- | nes de uso. |y secar al Conservary trans-

microbianos). aire. portar segln sea
indicado (general-

Mantener a Condiciones | mente aambiente

4°Cpor24ho ambiente. hasta 60 dias).

mayor tiempo

a-70°C.

Vaginal Hisopos de No aplica. Seguir las | No aplica. Colocar en el dis-
dacrén o rayén indicaciones positivo de recogi-
con mango de de uso. da del fabricante.
plastico.

Conservary trans-
portar segin sea
indicado (general-
mente a ambiente
hasta 60 dias).

Rectal Hisopos de Usar medio | No aplica. | Extender en | Proceder como
dacrén o rayén | de transporte un portaob- | con la muestra
con mango de | (por ejemplo, jetos (una endocervical.
plastico. SPG con inhi- capa fina)

bidores anti- y secar al
microbianos). aire.
Mantener a Condiciones
4°C por 24 h ambiente.

0 mas tiempo

a-70°C.

Orina Recipiente No aplica. Seguir las | No aplica. Colocar en el dis-
plastico estéril. indicaciones positivo de recogi-

de uso. da del fabricante.

Conservary trans-
portar segin sea
indicado (general-
mente a tempe-
ratura ambiente
hasta 60 dias).
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Dispositivo

Muestra | para la toma de i R IFD NAAT
celular care”
la muestra
Orofarin- | Hisopos de Usar medio | No aplica. | Extender en | Proceder como
gea dacrén o rayéon | de transporte un portaob- | con la muestra
con mango de | (por ejemplo, jetos (una endocervical.
plastico SPG con capa fina)
inhibidores y secar al
antimicrobia- aire.
nos).
Condiciones
ambiente.
Nasofarin- | Hisopos de Usar medio | No aplica. | No aplica. No aplica.
gea dacrén o rayén | de transporte
con mango de | (por ejemplo,
aluminio. SPG con
inhibidores
antimicrobia-
nos).
Mantener a
4°C por 24
h o mayor
tiempo a
-70°C.
Conjuntival | Hisopos de Usar medio | No aplica. | Extender en | No aplica.
dacrén o rayéon | de transporte un portaob-
con mango de | (por ejemplo, jetos (una
aluminio. SPG con capa fina)
inhibidores y secar al
antimicrobia- aire.
nos).
Condiciones
Mantener a ambiente.
4°C por 24
h o mayor
tiempo a
-70°C.
Continda.

Fuente: Elaborado con informacién tomada de OMS, 2014.
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2. Cultivo Celular

La técnica de cultivo celular, conocida como el primer método diag-
noéstico para la infeccion causada por C. trachomatis, fue estandarizada
a partir de los anos setenta, demostrando una especificidad alrededor
del 100% (capacidad de la prueba para identificar de manera correcta
la ausencia del evento en salud en pacientes sanos), permitiendo el
aislamiento de este microorganismo. Esta técnica ademas de permitir
el diagnéstico seguro de C. trachomatis puede ser utilizado con
distintas muestras bioldgicas genitales o extragenitales, tales como:
frotis uretrales, frotis vaginales y frotis rectales (segtn la presentacion
clinica) entre otros. Lo que muestra la versatilidad de esta técnica, la
cual incluso es recomendada para casos de abuso sexual (Abbai-Shaik,
Reddy, Govender, & Ramjee, 2016; Martinez T., 2001; OMS, 2014;
Lili Shao et al., 2016).

Con base en lo anterior, se han establecido tres sistemas in vitro
para cultivo de C. trachomatis: inoculacion en raton (intraperitoneal,
intracraneal e intravenosa); inoculacién en saco vitelino (inoculacion
en saco vitelino de embriones de pollo de 7-8 dias) y lineas celulares
(Malhotra et al., 2013). Los dos sistemas mencionados con anterioridad,
son principalmente usados en investigacion para el aislamiento del
microorganismo y otros estudios, mientras que las lineas celulares son
las aplicadas en su mayoria para diagnostico y de igual manera, en
investigacion.
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2.1 Toma, transportey conservacion de la muestra
para el diagnostico de C. trachomatis en
cultivo celular.

Figura 1. Muestras de eleccion para deteccion de
C. trachomatis mediante cultivo celular

Fuente: Elaboracion propia.

Para este método diagndstico, la necesidad de supervivencia y
viabilidad de la bacteria condiciona mantener protocolos estrictos
desde su recoleccién en la toma de la muestra hasta su transporte
y conservacion para realizar el cultivo celular (Alonso et al., 2012).
Para lo anterior, existen varios requerimientos inicialmente, la muestra
debe tomarse de lugares con células epiteliales cilindricas o cudbicas,
cuya probabilidad de tener una infeccion activa es mayor. Por lo tanto,
en la mujer la muestra ideal se debe tomar del orificio endocervical
externo y en los hombres generalmente del epitelio uretral, siendo clave
considerar la infeccion anorrectal, por lo que se procederia en tal caso
a tomar muestras extragenitales. (Véase diagrama 1).
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Las muestras endocervicales son obtenidas introduciendo el dispositivo
de toma de muestras 2 0 3 cm en el orificio y se rota el dispositivo cerca
de 360°. En ninas impuberes solo se toman muestras del vestibulo de la
vagina. Las muestras uretrales se toman insertando el hisopo 2 0 3 cm
en la uretra, seguido de una rotacion completa para obtener material
celular. Para los hisopados rectales se introduce el hisopo de 2 a 3
cm en el recto girandolo 360°. En todos los casos mencionados con
anterioridad, la toma de muestras debe ser adecuada para evitar que
se afecte negativamente la sensibilidad del cultivo (refiriéndose como
sensibilidad a la capacidad de la prueba para identificar correctamente
a un individuo que presente el evento en salud) (Rodriguez. M, 2013).
Una vez tomada la muestra, se recomienda almacenarla inmediatamente
en medio de cultivo de transporte de C. trachomatis, como sacarosa
fosfato glutamato (SPG), el cual corresponde al medio mas utilizado.
Preferiblemente, suplementado con gentamicina, vancomicina y anfo-
tericinaa-80° C o a 4 °C durante 24 hy después de ellas a-70°C, para
optimizar la probabilidad de aislamiento del microorganismo (Malhotra
et al, 2013; Shao, L. et al., 2016).

Adicionalmente, se han desarrollado y aprobado medios de transporte
sintéticos para cultivo y algunas pruebas diferentes al cultivo, como el
medio de transporte M4, medio Flex Trans y el medio sintético/universal
M4 (Malhotra et al., 2013).

2.2 Procesamiento de la muestra

La Chlamydia es un patégeno intracelular obligado, capaz de ingresar,
replicarse y sobrevivir en dianas celulares, como células epiteliales
endocervicales. Lo que ha favorecido a realizar diferentes modelos en
lineas epiteliales tales como Hela 229 (carcinoma humano), McCoy
(fibroblastos de raton), HEp-2 (carcinoma epidermoide laringeo humano)
(Alonso etal., 2012; Malhotra et al., 2013; Nogueira, Braun, & Carabeo,
2017; Rota & Nichols, 1973; Sanchez, 2003).
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Las células se cultivan en medio de crecimiento, el mas utilizado
es el EMEM (aunque destacan también el DMEM F-12, RPMI 1640,
los cuales presentan diversas caracteristicas entre si, véase Tabla 3),
suplementado con suero fetal bovino (del 10% al 20%), L-glutamina
y gentamicina (Nogueira et al., 2017), mantenidas en una atmésfera
de CO2 al 5% a 37°C en placas de cultivo, segln se requiera, de la
misma forma las células son tratadas para favorecer el proceso de
infeccion. Para ella se siembran las células y se cultivan hasta alcanzar
una confluencia del 80-90%, momento en el que se procede a infectar
a un MO especifico. Generalmente del 1%; para inocular los cultivos
celulares, el medio de cultivo debe retirarse y reemplazarse con sufi-
ciente muestra en el medio de transporte para cubrir la monocapa y
evitar que se seque. El cultivo requiere mayormente, la centrifugacion
del in6culo del microorganismo en monocapas celulares pretratadas
con dietilaminoetildextrano o policationes, ademas de la incorporacion
de antimetabolitos como cicloheximida o citocalasina B en el medio.

Lo anterior, permite reforzar la sensibilidad de la técnica. Segin se
ha visto en diversos estudios, dado que mejora la eficacia de la infec-
cion al inducir cambios en la superficie celular y facilitar su entrada
(Dessus-Babus, Moore, Whittimore, & Wyrick, 2008; Entrocassi et al.,
2021; Hayward, Marsh, Humphrys, Huston, & Myers, 2019; Li, Liu, &
Zhou, 2020; Malhotra et al., 2013; Rota & Nichols, 1973).

Tabla 3. Caracteristicas de algunos medios descritos para
uso en cultivo celular

Medio Caracteristicas Suple::)e:lntado Sin adicion de
MEM Puede usarse conuna | L-glutamina HEPES
variedad de células:
(Minimum Essential | HelLa, BHK-21, 293, | Rojo de fenol piruvato de sodio.
Medium). HEP-2, HT-1080, MCF-
7, fibroblastos, etc. Glucosa (baja[]).

Continda.
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Suplementado

Medio Caracteristicas Sin adicion de
con

DMEM F-12 Combina una amplia | L-glutamina HEPES.
variedad de compo-

(Dulbecco’s Modi- | nentes del F-12. Rojo de fenol

fied Eagle Medium/

Nutrient Mixture | Para crecimiento de | Piruvato de Sodio

F-12). MDCK, células gliales,
fibroblastos, células | Glucosa(alta|]).
endoteliales, etc.

RPMI 1640 Para variedad de cé- | L-glutamina HEPES

lulas incluidas Hela,
Jurkat, MCF-7, PC12,
PBMC, astrocitos y
carcinomas.

(Roswell Park Me- Piruvato de sodio.
morial Institute 1640

Medium).

Rojo de fenol
Glutation
Biotina.
vitamina B 12
PABA (acido

paraaminoben-
z0ico).

Fuente: Tomado y modificado de(ThermoFisher).

Para los controles negativos se incuban tinicamente células con medio
de cultivo celular y se evalta el proceso de infeccion por lapsos de
tiempo (Nogueira et al., 2017). El ciclo de desarrollo de las muestras
clinicas varia de 36 a 72h (Lili Shao et al., 2016). En algunos estudios
se evalta a las 2, 20 y 36 h postinfeccion (hpi) y las inclusiones se
visualizan principalmente, mediante inmunofluorescencia indirecta
utilizando anticuerpo anti-LPS para clamidia (Malhotra et al., 2013;
Nogueira et al., 2017).

La infeccion también es demostrada a partir de tinciones conocida
como una bacteria Gram negativa, y es posible identificar la forma-
cion de cuerpos de inclusion con tincion de Giemsa o teniendo en
cuenta que C. trachomatis sintetiza glucogeno durante la infeccion,
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mediante tincién con yodo, donde la acumulacién de glucégeno se
puede visualizar con microscopia 6ptica con una apariencia marréon
oscura. Cabe denotar que la tincion con yodo no es especifica, ya
que teniendo en cuenta el ciclo de desarrollo del microorganismo, el
glucogeno no se encuentra presente en todas las fases y por otro lado,
puede encontrarse en células del cérvix conllevando a falsos positivos
(OMS, 2014; Rota & Nichols, 1973; Sanchez, 2003; Lili Shao et al.,
2016). Estos corresponden a métodos sencillos para el diagnostico de
estas infecciones.

Generalmente, se da un diagnéstico negativo por métodos de cultivo
si no se observan inclusiones de C. trachomatis por microscopia, a través
de la técnica de inmunofluorescencia que permite realizar un conteo de
los mismos (Lili Shao et al., 2016).

2.3 Ventajas y desventajas del método

La principal ventaja de esta técnica es la de permitir realizar estudios
en base a diferentes areas de la investigacion: sobre los mecanismos de
muerte celular inducida sobre las células huésped bien sea apoptosis o
necrosis; respuesta inmunologica; susceptibilidad a farmacos y alterna-
tivas terapéuticas como el uso de péptidos antimicrobianos, extractos
de plantas, entre otros. El cultivo es el Gnico método de deteccion de
la Chlamydia que permite el aislamiento de organismos vivos, a partir
de técnicas de recuperacion y purificacion de cuerpos elementales
(que son la forma infectiva) para su uso en pruebas e investigaciones
posteriores (CDC, 2014; Entrocassi et al., 2021; Li et al., 2020; Lili Shao
etal., 2016).

Es crucial tener conocimiento acerca de la manera en que actda
la Chlamydia durante su ciclo de vida. Tiene un ciclo de desarrollo
bifasico, Ginico con distintas formas morfologicas: la infecciosa (cuerpo
elemental); no infecciosa, pero reproductiva (cuerpo reticulado) y atipica
(cuerpo aberrante). En consecuencia, es posible que su identificacion
por medio de cultivo celular genere falsos negativos, como es el caso
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de la infeccion persistente, en la que muchos factores, incluidas las
citocinas, los antibioticos y la distrofia estan involucrados. Dichos
factores, favorecen a que este microorganismo realice cambios en su
ciclo de desarrollo tipico y promueva un desarrollo atipico, donde no
es infecciosa ni reproductiva, generando fluctuaciones repetidas en la
carga bacteriana. Alli, lo recomendable es detectar por otros métodos
bien sea el antigeno o gen correspondiente (Lili Shao et al., 2016).

Frecuentemente, la sensibilidad de esta prueba esta limitada por
una adecuada toma de muestra condicionada a que se recoja un
ndmero suficiente de microorganismos para obtener un resultado
positivo, motivo por el cual se conllevo al desarrollo de otras técnicas
diagnosticas. También, la caracteristica complejidad de la técnica y el
tiempo que tarda en generarse un resultado, considerando que alcanza
una especificidad cercana al 100% (Bébéar & de Barbeyrac, 2009;
Martinez T., 2001).

3. Pruebas seroldgicas e inmunoldgicas

Las pruebas serologicas para el diagnostico de las infecciones por
Chlamydia, son especificas para proteinas individuales (la proteina prin-
cipal de la membrana externa de C. trachomatis o el lipopolisacarido) o
determinadas clases de anticuerpos (monoclonales o policlonales). Lo
anterior, reconociendo que el individuo infectado por C. trachomatis,
regularmente produce anticuerpos contra varios antigenos del microor-
ganismo y en las infecciones agudas se detecta tanto IgM, como 1gG e
IgA. Cabe senalar, que la respuesta inmunolégica puede verse retrasada
o disminuida cuando la infeccién transcurre sin complicaciones. Por
otro lado, después de la finalizacion de la infeccion pueden persistir
titulos elevados de anticuerpos, contribuyendo al cribado de infecciones
complicadas e incluso, siendo empleadas para estudios epidemiol6gicos
e investigacion, mas que para uso diagnostico por su poco valor de
deteccion (Sanchez, 2003).
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Con la evolucién de estas pruebas, se pudo disponer de un diagnéstico
mas rapido que facilita la realizacion de la prueba desde los propios
puntos de atencion. Se han desarrollado entonces las pruebas rapidas
también llamadas pruebas “point-of-care”, basadas en la inmunocroma-
tografia que permite la visualizacion de la reaccién antigeno anticuerpo
a simple vista, para el diagnostico de infecciones por C. trachomatisy el
enzimoinmunoanalisis (Malhotra et al., 2013). Para el primer método,
comercialmente se encuentran disponibles diversos kits, que ofrecen
un porcentaje de sensibilidad y especificidad diferente, cuyos ensayos
estandar de referencia para corroborar caracteristicas de desempeno
son principalmente el cultivo celular y PCR. Como en el caso de BiolLine,
BioRapid, Chlamydia Rapid Test, ClearView, etc., que segun el estudio
de Kelly. H mostraron una especificidad alta, de 97% al 100% en
todos los tipos de muestras (hisopado vaginal, hisopado endocervical,
orina) y una sensibilidad variable entre 37% al 63% segtn el tipo de
muestra, viéndose mayormente afectada con muestras de hisopado
vaginal (Kelly et al., 2017). En otro estudio (Abbai-Shaik et al., 2016), en
donde evaluaron el rendimiento de The Chlamydia Rapid Test Device
(Abon Biopharm, Hangzhou) en comparacion al BD ProbeTec ET PCR
Assay, se obtuvo una especificidad del 100%, pero al igual que en el
estudio descrito anteriormente, la sensibilidad fue muy baja. Con un
valor del 20%, recalcando que el tipo de muestra en la que se realizo
la deteccion del microorganismo fue orina y la poblacién de estudio
hombres sudafricanos.

Por otro lado, para los enzimoinmunoanlisis desarrollados hacia el
ano 1980, también se encuentran variedad de test. En la investigacion
realizada por Shamsur Rahman, K. et al., se estudiaron antigenos pep-
tidicos de proteinas inmunodominantes de la C. trachomatis altamente
especificas, se evidencio que estos favorecen a una deteccion especifica
(98%) vy sensible (86,5% a 91,8%) de anticuerpos anti-Chlamydia,
superiores al diagnéstico serolégico estandar de C. trachomatis. Aqui
se concluye, que en comparaciéon con el uso exclusivo de MOMP o
derivados de regiones OmpA polimérficas utilizados generalmente en
ELISA comerciales, los antigenos multipeptidicos capturan un amplio
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espectro de anticuerpos, pero evitan la reactividad cruzada asociada
con las regiones conservadas dentro de dichos antigenos (Rahman et
al., 2018).

También, se encuentra la técnica de microinmunofluorescencia
indirecta (MIF) considerada como el “Gold Standard” en la detecciény
cuantificacion de anticuerpos especificos contra C. trachomatis. Es una
técnica minuciosa, muy sensible, que exige una amplia experiencia y
tiene como ventaja el uso de bajos volimenes de suero. Actualmente, se
ha encontrado que es mas practico utilizar un pool de antigenos y en el
mayor de los casos, se requiere que los antigenos de la Chlamydia estén
intactos. La prueba puede ser utilizada con conjugados monoespecificos
de las clases 1gM, 1gG e IgA (Rahman et al., 2018; Sanchez, 2003).

3.1 Toma, transporte y conservacion de la muestra
para el diagnostico de C. trachomatis con
pruebas seroldgicas e inmunologicas

Los anteriores métodos diagnosticos permiten el uso de muestras
como suero, frotis vaginal, frotis uretral, y la orina, la cual es conside-
rada uno de los métodos de muestreo, ya que los microorganismos
presentes en la uretra pueden detectarse alli teniendo consideraciones
como el volumen de muestra y no haber orinado una hora antes de la
toma de muestra para evitar la pérdida de la bacteria y garantizar una
concentracion suficiente para la identificacion y deteccion. Para estos
métodos de deteccion de antigeno, que suelen requerir una muestra
con particulas intactas, en general se aplican las mismas restricciones
de muestreo que las exigidas para el cultivo (OMS, 2014).

El transporte y conservacion de muestras es menos dispendioso al
presentar menos restricciones, en comparacion con las muestras para
cultivo celular que requieren mantener la viabilidad del microorganismo
hasta su procesamiento, puesto que en este caso se facilita el montaje
de la prueba en el lugar de atencion para las pruebas POCT.

18



Capitulo IlI - Identificacion de Chlamydia trachomatis: métodos diagnosticos

3.2 Procesamiento de la muestra

Se permite el uso de diversas muestras, las cuales son procesadas
segln las indicaciones del fabricante para cada caso seguin el test. El
fundamento de la técnica consiste en la union antigeno-anticuerpo,
formando un complejo que para el caso de las pruebas POCT es
evidente con la visualizacion de una banda o linea visible de color. En
el caso de la ELISA, se revela al adicionar el conjugado del anticuerpo
anti-inmunoglobulina humana marcado. Posteriormente, el sustrato de
la enzima siendo la formacién de color directamente proporcional a
la cantidad de antigeno presente en la muestra al detectarse mediante
espectrofotometria (Sanchez, 2003).

3.3 Ventajasy desventajas del método

Este método presenta un valor limitado, su ventaja principal es que
permite la obtencion de un resultado en menor tiempo, en comparacion
con el cultivo celular, especialmente las pruebas “Point of Care Testing”
o pruebas rapidas (con sensibilidad moderada), mejorando la deteccion
temprana de la infeccion y contribuyendo a su evolucion clinica y
oportunidad en el tratamiento. Ademas, requiere una manipulacion
y transporte de muestras minimo puesto que pueden realizarse en el
mismo lugar de atencién o un entorno especifico, siendo asequibles,
de facil uso y proporcionando un resultado cualitativo. Asi mismo, al
carecer de sensibilidad y especificidad, los resultados de una prueba
rapida positiva, requieren idealmente, ser confirmados por otro método
de deteccion en el laboratorio, ya que son presuntivos y segln diversas
revisiones, las POCT de deteccion de antigenos para Chlamydia, no
representan un desempeno suficiente para ser recomendadas actual-
mente para la deteccién y/o diagnéstico de la infeccion.

Este tipo de ensayos, no son apropiados para la obtencién de
estimaciones de la exposicién a lo largo de la vida de la poblacién; al
detectar una respuesta inmunitaria sistémica no ofrece precision con
respecto a si es una infeccién activa. Se ha visto, que sélo en pacientes
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con infecciones invasivas por C. trachomatis es posible encontrar niveles
detectables de anticuerpos, concentraciones que, aunque haya desapa-
recido la infeccion, pueden persistir y continuar siendo positivos durante
el transcurso de los anos, asi como diferir entre las personas. Por ello
se considera que la determinacion de los anticuerpos anti-Chlamydia
tienen un valor limitado para el determinar una infeccion aguda, sin
embargo, la deteccion de anticuerpos especificos a C. trachomatis
puede apoyar el diagnéstico de la enfermedad invasiva como el LGV
que involucra ganglios linfaticos (CDC, 2014; Kelly et al., 2017; Malhotra
et al., 2013; OMS, 2014).

Por lo anterior, la interpretacion de resultados negativos es esencial,
dado a que precisamente, pueden ser falsos negativos, y pasarse por alto
la infeccion con este microorganismo cuando esta presente, siendo lo
ideal, estudiar la posibilidad de realizar la deteccion con otros métodos
siempre segln sea la disponibilidad. De igual manera, los resultados
positivos, pueden indicar falsos positivos, ya que para la deteccion de
anticuerpos anti-Chlamydia mediante ensayos serolégicos, los antigenos
usados cominmente, generan una alta reactividad cruzada, cuando
se unen a anticuerpos contra otras proteinas inmunodominantes no
MOMP en menor grado. De igual manera. ocurre con el uso de otros
antigenos proteicos inmunodominantes como OmcB, HSP60, HSP70,
HSP10, dada la alta conservacion de la secuencia de estas proteinas en
el género Chlamydia spp., lo que da como resultado una sensibilidad
deficiente del ensayo. En viceversa, cuando se detecta lipopolisacarido
(LPS) por reacciones cruzadas con el lipopolisacarido presente en otros
microorganismos como las enterobacterias e incluso entre especies
de Chlamydia como C. pneumoniae, cuando se detecta la proteina
MOMP al presentarse una reaccién inespecifica, por lo que los resul-
tados positivos, deben ser confirmados con otra técnica de deteccion
(Alonso et al., 2012; Bébéar & de Barbeyrac, 2009; Mario Rodriguez
Dominguez 2013; OMS, 2014; Rahman et al., 2018).

En comparacion con las demas técnicas, es mas reproducible que
la Inmunofluorescencia directa y mas sensible que el cultivo celular
pero no que las pruebas NAAT; y entre si, las pruebas rapidas son
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significativamente menos sensibles y especificas que las EIA (Bébéar
& de Barbeyrac, 2009; Malhotra et al., 2013).

4.Inmunofluorescencia Directa (IFD)

La inmunofluorescencia directa, fue desarrollada a comienzos de
los anos ochenta, consiste en el uso de un anticuerpo marcado con
isotiocianato de fluoresceina (FITC) que permitira la visualizacién e
identificacion rapida de los cuerpos elementales (forma infecciosa) de
C. trachomatis a través de microscopia de fluorescencia. Dichos anti-
cuerpos son monoclonales y van dirigidos bien sea, contra la proteina
principal de membrana externa de Chlamydia MOMP o contra el LPS
(Lipopolisacarido) (Alonso et al., 2012). Esta técnica es utilizada para
lectura de muestras directas de frotis e incluso para realizar conteos
de unidades formadoras de inclusién tras el cultivo celular (Malhotra
et al., 2013; OMS, 2014; Sanchez, 2003).

4.1 Toma, transporte y conservacion de la mues-
tra para el diagndstico de C. trachomatis con
inmunofluorescencia directa

Generalmente se utilizan muestras conjuntivales, anorrectales y
orofaringeas, con estas se busca extender la muestra en una lamina
portaobjetos (una capa fina) y se deja secar al aire para continuar con
el proceso, por lo cual no requieren un transporte y conservacion
exigente (Malhotra et al., 2013).

4.2 Procesamiento de la muestra

La muestra extendida sobre una lamina portaobjetos es fijada con
formaldehido al 4% o metanol 25 a 30 minutos a temperatura ambiente,
se permeabiliza con Triton X-100 al 0,25% y se bloquea con BSA al 1%.

121



Chlamydia spp: Aspectos generales, ciclo de vida, tratamientos y diagndstico

Las células se incuban con anticuerpos primarios durante la noche a 4°
C. Después se lavan con PBS+Tween-20 al 0,5% vy las células se tinen
con el anticuerpo secundario, por ejemplo: Hoechst para tincion de
nucleo durante 50 min a 37° C (Malhotra et al., 2013; Wangetal., 2019).

Los cuerpos elementales se reconocen como particulas bien delineadas
de color verde, en forma de disco (250nm a 300nm) mientras que los
cuerpos reticulados son observados con un tamano aproximadamente tres
veces mayor. Es rapido y sencillo (el tiempo de respuesta es de unos 30
min), pero el examen microscépico y la interpretacion de los resultados
requieren de la experiencia (Malhotra et al., 2013; Sanchez, 2003).

4.3 Ventajas y desventajas del método

Es el Gnico tipo de prueba que mantiene la capacidad de evaluar
la calidad de la muestra directamente, mediante la visualizacion de
las células del epitelio columnar presentes en el frotis, aumentando la
sensibilidad de la prueba y es utilizada frecuentemente para tincién de
frotis conjuntivales, cuando se presenta principalmente tracoma en recién
nacidos. Presenta la gran ventaja de establecer un resultado rapido y
oportuno (el tiempo de resultado es aproximadamente de 30 min), que
ofrece elevada especificidad y no requiere de que el microorganismo
sea viable para su deteccion, por ello la toma de la muestra, el transporte
y su conservacion requieren condiciones menos estrictas (OMS, 2014).

La desventaja comparada con la técnica molecular de amplificaciéon
de acidos nucleicos, que se describe mas adelante (véase apartado
5.2) es que ofrece menor sensibilidad y requiere gran experticia para
su lectura. Su especificidad esta ligada a la visualizacion distintiva de
la morfologia y caracteristicas de tincion de las inclusiones. Ademas de
ser subjetivo y no es recomendado para un gran nimero de muestras,
por tanto; este método se recomienda para laboratorios con bajo flujo
de muestras (Bébéar & de Barbeyrac, 2009; Malhotra et al.,, 2013;
Sanchez, 2003).
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5. Biologia molecular

Con la evolucién de las pruebas de deteccion de la C. trachomatis
y con el fin de mejorar la sensibilidad de las técnicas, se realiza la
deteccion de genes presentes en alto nimero de copias, como en
el plasmido criptico (~10 copias/genoma) o técnicas basadas en el
ADNr 16S (2 copias/genoma). Siendo la mas utilizada la deteccion
del plasmido criptico o en su defecto, al gen ompA que codifica para
la proteina de membrana MOMP (Alonso et al.,, 2012; Rodriguez
Dominguez. M., 2013).

5.1 Prueba de hibridacién de acidos nucleicos

Las pruebas de hibridacion fueron aprobadas a finales de los anos
80y se basan en técnicas de captura e hibridacion de acidos nucleicos
a partir del uso de sondas especificas. La primera prueba molecular de
ADN utilizada para la C. trachomatis fue Gen Probe, Pace 2, mucho
antes del desarrollo de las pruebas NAAT. Consta de una sonda de
ADN no isotépica quimioluminiscente que se hibrida con una se-
cuencia especifica de RNAr 16s del microorganismo, en las muestras
endocervicales y uretrales. La prueba Digene Hybrid Capture Il es una
prueba basada en la amplificacion de senales, la cual usa fragmentos
de ADN del plasmido critico y OmpA de la C. trachomatis como diana
de deteccion. Su sensibilidad es sustancialmente mas alta que la de la
prueba Pace 2 y es comparable a la de la PCR 19 (Alonso et al., 2012;
Bébéar & de Barbeyrac, 2009; Malhotra et al., 2013). Estas pruebas,
presentan limitaciones, el ensayo Pace 2 fue suspendido en el ano 2012
y el ensayo Digene Hybrid Capture Il no es de facil acceso (CDC, 2014).

También se han realizado estudios donde se implementan técnicas
no basadas en kits comerciales, como en el estudio de Gharsallah H.
et al. Donde emplearon hibridacion reversa (RHM) que permitieron
identificar 9 serovares, respectivamente B, D, E, F, G, H, |, ] y K, ademas
de infecciones mixtas. Demostrando asi, ser un método sencillo que
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no genera elevados costos ni requiere instrumentos de laboratorio
especializados (Houda Gharsallah, Frikha-Gargouri, Bom, Hammami, &
Bruisten, 2018). Esta técnica habia sido previamente descrita en el ano
2012, en donde se evidencié su capacidad para detecciéon especifica
de todos los genotipos de C. trachomatis y de infecciones mixtas in
vitro, ademas de mostrar gran sensibilidad al permitir la deteccién de
ADN a partir de muestras con una IFU (unidad formadora de inclusion).
Fue aplicada a 38 muestras endocervicales, uretrales y urogenitales, y
empleo sondas especificas para cada genotipo y a su vez sondas de 3
grupos, divididas en grupo B (B, D, E, L1y L2), grupo C,C, H, I, ] y L3)
y el grupo intermedio (F y G), sin detectar hibridacion cruzada entre
los grupos (H. Gharsallah et al., 2012).

5.2 Pruebas de amplificacion de acidos nucleicos

El siguiente avance, en la linea diagnostica para la clamidiasis ha sido
la utilizacion de secuencias de acidos nucleicos en lugar de antigenos
como base de la deteccion, surgiendo de esta manera las pruebas
de amplificacién de acidos nucleicos (NAAT). Hacia el ano 1993 se
aprobaron las primeras técnicas comerciales y las que se encuentran
disponibles en la actualidad empezaron su aprobacién desde el ano
2006 (Martinez T., 2001). Este método representa un gran progreso en
el desarrollo de métodos de Ultima generacion. Las pruebas manejan
técnicas enzimaticas para poder amplificar el material genético de interés,
sea ADN o ARN de manera exponencial (CDC, 2014; OMS, 2014).

El producto amplificado es detectado por diversos medios, lo cual
da a cada ensayo caracteristicas de desempeno UGnicas. En donde los
acidos nucleicos comparados con otro tipo de pruebas de deteccion
presentan en su rendimiento caracteristicas superiores que las convierten
en el método de eleccion o mas recomendado, sobre los mencionados
con anterioridad, incluyendo tanto los inmunoensayos como las pruebas
serologicas (Martinez T., 2001; OMS, 2014).
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Todas las pruebas de amplificacion de acidos nucleicos autorizadas
por la FDA y comercializadas se basan en la deteccién tanto del linfo-
granuloma venéreo como del microorganismo. Aunque no permita una
distincion de los resultados para los serovares L1, L2 y L3, y hacen uso
de diferentes tecnologias como: PCR; PCR en tiempo real; amplifica-
cion mediada por transcripcion; NASBA (método de amplificacion de
fragmentos de material genético). Estos ensayos estan automatizados
y se pueden utilizar para programas de tamizaje y deteccion de la
bacteria (Bébéar & de Barbeyrac, 2009; OMS, 2014); algunos de ellos
son descritos a continuacion (véase Tabla 4).

Entre variedad de kits comerciales se encuentra el Allplex™ Seege-
ne® prueba de amplificacion de acido nucleico (NAAT) basada en
RT-PCR muiltiple. Es un ensayo que presenta una sensibilidad 88-95%
y una especificidad 95-98% en la deteccién de la infeccion por la
Chlamydia, que ademas identifica otros 6 microorganismos asociados
a infecciones de transmision sexual. Recientemente en un estudio de
tamizaje publicado en el ano 2021 realizado en Espana, se empled
como prueba recomendada por el Departamento de Salud de Cataluna.
En ella participaron un total de 298 personas, con una edad media de
22 anos con un predominio de mujeres, la muestra de eleccion para el
ensayo fue orina obteniendo un total de 22 participantes diagnosticados
con la C. trachomatis. Una muestra de uretra se considera el tipo de
muestra “Gold Standard”, pero debido a la naturaleza del estudio el
cual utilizo el reclutamiento asintomatico en la sala de emergencias,
se tomo6 una muestra de orina para el diagndstico y encontrandose
hasta en el 50% de los participantes no utilizaban métodos de barrera
(Yuguero et al., 2021).

El ensayo BD ProbeTec ET de Becton Dickinson, autorizado por
la FDA, comprende el primer ensayo en tiempo real comercializado.
Consiste en la amplificacion isotérmica por desplazamiento de cadenas
(SDA) como método para aumentar las secuencias diana del plasmido
critico de la C. trachomatis y la transferencia de energia fluorescente para
como método de deteccion, de manera simultanea a 52,5°C, mediante
cebadores de amplificacion y una sonda marcada con fluorescencia.

125



Chlamydia spp: Aspectos generales, ciclo de vida, tratamientos y diagndstico

Las muestras usadas para este ensayo comprenden los hisopados
endocervicales y uretrales, estables hasta 6 dias a temperatura ambiente
y las muestras de la primera porcion de orina estables a 4°C hasta 24
horas, sean pacientes sintomaticos o asintomaticos respectivamente.
Consta de 2 micropocillos desechables, la muestra procesada se le
anade al primero pocillo, el de cebado, donde se encuentran los primers
para la amplificacion, la sonda marcadas con fluorescencia y otros
reactivos requeridos; y el segundo, para la amplificacion que contiene
las enzimas necesarias para la SDA. El resultado se determina con
relacion de la puntuacion MOTA (método diferente a la aceleracion) de
la muestra frente a valores limite predeterminados. Sin embargo, dada
la contaminacién ambiental reportada con anterioridad se desarrollé
un ensayo de nueva generacion, aprobado por la FDA. El ProbeTec
ET CTQx/GCQX en el Sistema Viper que, de igual manera, emplea
la tecnologia SDA, para la deteccion cualitativa directa de DNA del
microorganismo. Se caracteriza por ser totalmente automatizado y
generar hasta 278 resultados en 8 horas, y a diferencia del anterior el
resultado se obtiene mediante el calculo del valor maximo de fluores-
cencia durante el proceso de amplificacion comparado con un valor
predeterminado (Becton, 2005, 2015; OMS, 2014).

Por otro lado, el kit VIASURE C. trachomatis (LGV) de CerTest, basado
también en PCR en tiempo real, esta disenado para la identificacion y
diferenciacion especifica entre la Haemophiluis ducreyi y/o cepas de
C. trachomatis asociadas a LGV en muestras clinicas. En un estudio
realizado por Bernal Martinez S. et al., evaluaron el desempeno de
los dos ensayos mencionados con anterioridad, procesando paralela-
mente 157 muestras entre hombres y mujeres, donde el porcentaje
de concordancia general fue principalmente de 97.3% para Allplex y
97.1% para Viasure, frente a la PCR-RFLP tomada como referencia.
Obtuvieron asi un indice de concordancia kappa de 0,98 entre ambas
pruebas, por ende, concluyeron que ambos ensayos presentan un
rendimiento adecuado, destacando que no requieren ninguna infraes-
tructura particular en el laboratorio y son ensayos de baja complejidad
al momento de procesar (Bernal-Martinez, Garcia Sanchez, Sivianes,
Padilla, & Martin-Mazuelos, 2020).
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De la misma manera, se cuenta con ensayos moleculares de Abbott
como el kit RealTime CT/NG, que es un ensayo in vitro de la reaccion
en cadena de la polimerasa (PCR) multiplex en tiempo real, para la
deteccion cualitativa directa del ADN del plasmido criptico para C.
trachomatis (presente en aproximadamente 7 a 10 copias por orga-
nismo), utilizando dos dianas, y ADN genémico de N. gonorrhoeae,
con elevada sensibilidad y especificidad. Ofrece resultados confiables
donde no se presenta reactividad cruzada con otros microorganismos
ni interferencias con diversos elementos. Siendo el limite de deteccion
de 320 copias de ADN plasmidico en C. trachomatis, e incluye la
variante sueca (nvCT). Esta se puede realizar en pacientes sintomaticos
y asintomaticos en muestras endocervicales o vaginales; uretrales y de
orina, recolectadas previamente con un multicolector del fabricante
que contribuye a su estabilidad por un lapso de 14 dias conservadas
entre 2°C y 30°C. Cuenta con un sistema cerrado automatizado, cuya
principal ventaja es la reduccion de la contaminacion, conocido como
m2000, que consiste en el Abbott m2000sp y Abbott m2000rt.

El primero, es utilizado para la preparacion de la muestra y la ex-
traccion automatizada de ADN basada en la captura de los acidos
nucleicos utilizando microparticulas magnéticas, con un sistema de
lavado de componentes de la muestra no unidos y un total de 96
pozos de reaccién. Una vez extraido, las muestras estan listas para la
amplificacion y deteccion en tiempo real en el segundo sistema a partir
del uso de sondas de oligonucle6tidos marcadas con fluorescencia que
tienen la capacidad de unirse especificamente a las secuencias diana
amplificadas durante cada ciclo. Incluye un control de calidad interno,
cuya secuencia se basa en ADN vegetal, no competitivo para controlar
la posible inhibicion de la PCR en cada muestra y medir la eficacia de
la extraccion como tambien suministra una senal de alerta al encontrar
inhibicion. En comparacion con el ensayo Aptima Combo 2, este presenta
una sensibilidad y especificidad del 92,4% y 99,2% respectivamente,
frente a 94.5% y 99.0% para C. trachomatis. Segtn lo demostrado en
el estudio de Gaydos C.A et al, donde evaluaron las caracteristicas de
rendimiento del ensayo Abbott RealTime, a partir de muestras uretrales,
endocervicales y/o vaginales y de orina. En uno de los estudios mas
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recientes, realizado en el ano 2020, se evalu6 el rendimiento analitico del
ensayo en muestras rectales y faringeas, esta aprobado por la FDA para
muestras genitales y de orina, concluyendo que es un ensayo sensible,
especifico, que presenta gran precision y confiabilidad para las muestras
mencionadas con anterioridad (Adamson et al., 2020; FDA; Gaydos et
al., 2010; Molecular, 2007, 2010; OMS, 2014).

Otro ensayo comercial es el ensayo Cepheid GeneXpert CY/NG
basado en la técnica de reaccién en cadena de la polimerasa en
tiempo real para deteccion de ADN de C. trachomatis, a través de un
sistema cerrado que permite la preparacion, extraccién, amplificacion
y deteccion automatizada, reduciendo la posible contaminacion.

Cuenta con tres mecanismos internos de control de calidad: control
de procesamiento de muestras (SPC); de adecuacion de muestras
(SAC) y un control de verificacion de sonda (PCC). El SPC controla el
procesamiento adecuado de la muestra y para monitorear la presencia
de inhibidores en la reaccion de PCR se debe ser positivo en una
muestra negativa y puede ser negativo o positivo en una muestra
positiva. El SAC detecta la presencia de una sola copia del gen humano
y controla si la muestra contiene células o ADN humano, por ello un
SAC negativo indica que no hay células humanas presentes, bien sea
por mezcla insuficiente de la muestra o por una muestra inadecuada.

Por tltimo, el PCC verifica la rehidratacion del reactivo, el llenado del
tubo de PCR en el cartucho, la integridad de la sonda y la estabilidad del
colorante. Presenta una sensibilidad en muestras de hisopado vaginal,
endocervical y orina, entre el 97,4% a 98,7% y para hisopados rectales
y faringeos del 85,7% a 86%, junto con una especificidad del 99,2%
al 99.4%. Es un proceso rapido que permite la obtencion del resultado
en un tiempo de aproximadamente 1 hora y 30 minutos, por ende, se
puede comenzar un tratamiento el mismo dia (Cepheid, 2019). Este
ensayo ha sido comparado con otros basados en NAAT como lo son, el
ensayo Aptima (C. C. Bristow et al., 2017), donde la poblacion de estudio
fueron hombres que buscaban pruebas de salud sexual de rutina entre
septiembre del 2015 y noviembre del 2016 y se tomaron muestras de
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hisopado rectal para la C. trachomatis, obteniendo 6ptimos resultados
donde la concordancia entre los dos ensayos fue del 97,7% para las
pruebas rectales. Posteriormente (Claire C. Bristow, Morris, Little, Mehta,
& Klausner, 2019), se realizé otro estudio comparativo encontrando
un comportamiento similar a este, en muestras extragenitales como
hisopados rectales y faringeos,se tuvo en cuenta que para el 23 de
mayo del 2019 fueron aprobados para diagnostico de la C. trachomatis
en muestras extragenitales, los primeros ensayos de: Aptima Combo 2
y el Xpert CT/NG. Con anterioridad estas pruebas solo se autorizaron
para analisis en muestras de orina, vaginales y endocervicales (FDA,
2019). La concordancia para resultados negativos es aproximadamente
del 100% y para los casos positivos fue >89%.

El ensayo Aptima Combo 2 ha demostrado rangos de sensibilidad del
71% al 100% y especificidad del 87,9% al 100% en algunos estudios, para
muestras extragenitales. Este ensayo consiste en una prueba de sonda de
amplificacion de acido nucleico seleccionada para la deteccién in vitro
de ARN ribosomal de la C. trachomatis de segunda generacién y puede
emplearse para analisis de diferentes tipos de muestras como: hisopado
vaginal; endocervical; uretral y orina, en todas las edades, incluyendo
las muestras pediatricas. Combina la tecnologia de oligonucleétidos
de captura y perlas magnéticas de ADN, amplificaciéon mediada por
transcripcion (Transcription-Mediated Amplification, TMA) y el ensayo
cinético doble (Dual Kinetic Assay, DKA) para la simplificacion del
procesamiento de las muestras, aumentando una region especifica de
23S ARNr seleccionado mediante el uso de oligdmeros de captura y
detectar el amplicon, mediante la hibridacion del acido nucleico. Los
resultados del ensayo se determinarén mediante un valor de corte ba-
sado en las RLU (unidades relativas de luz) totales y en el tipo de curva
cinética, puesto que la amplificacion se detecta utilizando la cinética de
emision de luz por sondas de ADN marcadas como complementarias
de la regién diana. Ambos ensayos pueden emplearse para individuos
sintomaticos como asintomaticos (Hologic, 2018).
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Tabla 4. Ensayos de amplificacion de acidos nucleicos
disponibles comercialmente

Fabricante Ensayo Met.o'd 0 de SecElenCIa Tipo de muestra
amplificacion diana
Seegene Allplex™ STI RT-PCR No especifi- | Endocervical,
Essential Assay. cado uretral y orina.
Becton BD ProbeTec SDA Secuencia Endocervical,
Dickinson ET. de ADN del | uretral y orina.
plasmido
criptico.
Becton ProbeTec ET SDA Secuencia Endocervical,
Dickinson CTQx/GCQX. de ADN del | vaginal, uretral y
plasmido orina.
criptico.
CerTest VIASURE RT-PCR gen pmpH Muestras
C. trachomatis clinicas.
(LGV).
Abbott RealTime CT/ | RT-PCR Dos Endocervical,
Molecular Inc | NG. regiones de | vaginal, uretral y
la secuencia | orina.
de ADN del
plasmido
criptico.
Cepheid GeneXpert RT-PCR Secuencia Endocervical,
CT/NG de ADN del | vaginal, uretral,
plasmido orina, rectal y
criptico. faringea.
Hologic / Aptima TMA-DKA Region Endocervical,
Gen-Probe COMBO 2 especifica vaginal, uretral,
del ARNr orina, rectal y
23S faringea.

Fuente: Tomado y modificado de: (Alonso et al., 2012; CDC, 2014).
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5.2.1 Toma, transporte y conservacion de la
muestra para diagndstico de C. trachomatis
con pruebas NAAT

Para este tipo de ensayos se pueden emplear diversidad de muestras:
endocervicales; frotis vaginal; frotis uretral; orina; frotis anorrectal; etc.,
los cuales cuentan con caracteristicas de prueba y tasas de deteccion
muy similares. Cabe aclarar, que a pesar de que aldin no se encuentran
aprobadas por la FDA para sitios extragenitales, diversos ensayos han
demostrado que tienen una sensibilidad y especificidad mayor que
el cultivo, por ello se recomienda su uso estableciendo criterios que
garanticen la validez de los resultados en estos casos.

Dada a su gran sensibilidad, se facilita que la toma de muestra pueda
ser realizada por algtin profesional de la salud o el mismo paciente. Al
ser un procedimiento sencillo, solo requiere introducir el hisopo unos
centimetros por el conducto segln sea el tipo de muestra y rotarlo 360°
por el mismo, sin producir grandes molestias. Esto favorece la aceptacion
de tamizaje por parte de la poblacién vulnerable, la cual presenta o no
manifestaciones clinicas de la infeccion (Abbai-Shaik et al., 2016; OMS,
2014). Por ende, la obtencién de la muestra (incluyendo las muestras no
invasivas, recolectadas por el paciente segin las indicaciones respectivas),
que es en cada técnica un factor relevante dada a su influencia sobre
la sensibilidad de los ensayos diagndsticos de la C. trachomatis, tiene
mayor efecto sobre el cultivo celular y las técnicas inmunolégicas que
en las NAAT. En donde la carga bacteriana corresponde a uno de los
principales aspectos de idoneidad para el diagnéstico con aquellos
métodos (Bébéar & de Barbeyrac, 2009; Martinez., 2001).
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5.2.2 Ventajasy desventajas del método

Este es uno de los métodos mas recomendados para el diagndstico
de la C. trachomatis puesto que presenta altos niveles de rendimiento,
especificidad y sensibilidad que permite el uso de diferentes tipos de
muestra (incluso muestras no invasivas que no requieren un transporte
exigente, sean genitales o extragenitales, teniendo presente las formas
de presentacion de la infeccion en la poblacion). No implica mantener
la bacteria en condiciones de viabilidad o “intacta” para realizar el
analisis por lo que, no deben ser procesadas de manera inmediata y
representa una gran ventaja en lugares de recursos limitados. Ofrece
un resultado oportuno, incluso frente a la técnica “Gold Estandar” de
cultivo celular, y asi la identificacion de casos positivos logra aumentar
sustancialmente (CDC, 2014; OMS, 2014).

Por otro lado, da lugar a una mayor estandarizacion y calidad de
extraccion y deteccion del microorganismo, junto con una capacidad
de analisis rapido.

A pesar de todas las ventajas que ofrece sobre todas las técnicas
de diagnéstico, su desventaja mas relevante es el costo que implica el
desarrollo de esta prueba en un laboratorio; los materiales utilizados
para su desarrollo son mas exigentes tanto los insumos, los equipos
necesarios, como las condiciones de las instalaciones y el cumplimiento
riguroso de las practicas correctas. Presenta un gran riesgo de conta-
minacion ambiental por la formacion de aerosoles una vez se tiene
amplificada una muestra (Alonso et al., 2012; Bébéar & de Barbeyrac,
2009; OMS, 2014; L. Shao et al., 2016).

Aqui también pueden llegar a presentarse falsos negativos, generados
por una falla en la obtencion del acido nucleico diana, ya sea por toma
de la muestra o extraccion. Puesto que, como los demas ensayos se
requiere concentraciones y volimenes especificos de cada reactivo
empleado (sales, nucleétidos y enzimas) y experticia por parte del
manipulador, dado que el proceso de extraccion de acidos nucleicos
es una etapa fundamental en esta técnica. Se deben conocer a su vez,
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las caracteristicas, por ejemplo: de las enzimas empleadas, puesto que
pueden ser sensibles a ciertos componentes de las muestras como lo
SON MOCo y sangre.

En este orden de ideas, es preciso que el método para diagndstico
de la infeccion por la C. trachomatis, sea elegido de acuerdo a las ca-
racteristicas proporcionadas por cada una de las técnicas mencionadas
a lo largo de este capitulo. Como son: el tiempo de procesamiento, la
sensibilidad y especificidad de la prueba, su costo y complejidad del
método en general, para llevarlo a cabo (véase Tabla 5).

Tabla 5. Consideraciones respecto a los diferentes
métodos diagnosticos descritos para la C. trachomatis

Método Tiempo de Sensibilidad/ . Complejidad
q P . I Costo Automatizacion P
diagnostico | procesamiento | Especificidad técnica
Cultivo 48-72h Moderada-Alta/ | Moderado | No Alta
celular Muy alta
“Point of 30 min Baja-Moderada/ | Bajo No Baja
Care” Muy alta
IFD 1h Baja-Moderada/ | Bajo No Moderada
Moderada
EIA 4h Baja-Moderada/ | Bajo No Baja
Moderada
NAAT 2-4h Muy alta/Muy Muy alto Si Alta
alta

Fuente: Tomado y modificado de: (Alonso etal., 2012; Bébéar & de Barbeyrac, 2009; OMS, 2014).

5.3 Esquemas de tipificacion multilocus
de secuencias MLST

El esquema de tipificacion multilocus de secuencias MLST comprende
un método molecular usado como herramienta para proporcionar una
caracterizacion de un aislado bacteriano, siendo aplicada a diversos
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microorganismos tanto patogenos como no patégenos. Surge en 1998,
y a través del tiempo se ha confirmado que es altamente reproducible,
objetiva y discriminatoria. Por el momento, estos esquemas estan
disponibles para mas de 110 bacterias 43, y se basan en dos técnicas,
la amplificacion por PCR de la secuencia de ADN de varios genes
constitutivos o housekeeping (HK) de aproximadamente 450 a 500 pb. A
los que se les asigna un nimero alélico que luego al combinarse colecti-
vamente constituyen un perfil alélico o tipo de secuencia (ST), definido
como un “codigo de barras” molecular de la cepa en cuestion. Siendo
seguida de la secuenciacion de Sanger y la extraccion de secuencias
multilocus tras la secuenciacion completa del genoma (WGS). Estos
genes housekeeping deben cumplir con ciertos requisitos como estar
conservados evolutivamente y encontrarse ampliamente separados en
el cromosoma (Jelocnik, Polkinghorne, & Pannekoek, 2019). El sistema
se ha aplicado a mas de 2000 muestras recolectadas entre diferentes
poblaciones y paises, incluyendo los tres grupos de infeccion por la
Chlamydia: urogenital, linfogranuloma venéreo y tracoma (Uppsala
Biomedical Centre).

Esta técnica permite comprender la diversidad genética entre espe-
cies, la distribucion de cepas, por ello es fundamental para estudios
epidemiolégicos; investigaciones sobre brotes; patrones de transmision;
diferenciar casos nuevos de los casos de recurrencia de la infeccion
o infeccion persistente y vigilancia epidemiologica. Por lo tanto, se
desarrollaron esquemas de tipificacion de secuencias multilocus (MLST)
para comprender la estructura genética de la poblacion y la diversidad
de especies, para evaluar la asociacion entre genotipo y enfermedad
(Ikryannikova, Shkarupeta, Shitikov, Il'ina, & Govorun, 2010). Entre estos
esquemas, destacan los esquemas MLST-5, MLST-7 y el esquema MLST
modificado de Boom (Jelocnik et al., 2019; Klint et al., 2007).

En este orden de ideas se cuenta con una base de datos de
tipificacion multilocus, en ella se encuentra la base de datos mas actual
basada en el sistema MLST modificado de Boom, que contiene >400
ST obtenidos de >2000 muestras y la base mas antigua, MLST-5 que
posee 221 ST obtenidos de 971 muestras (Uppsala Biomedical Centre).
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El esquema MLST-5 descrito por Klint M. et al., con el fin de desa-
rrollar un método de alta resolucion para la discriminacion de cepas
de la Chlamydia, consta de 5 regiones diana tales como CT046 (hctB),
CT058,CT144,CT172y CT682 (pbpB), seleccionadas de acuerdo ala
comprencion genes que codifican proteinas conocidas e hipotéticas, y
el gen OmpA. El esquema ha sido Gtil para estudios epidemiolégicos a
corto plazo principalmente, identificacion de la propagacion de serovares
LGV; la nueva variante sueca y tropismo celular, aplicado en muestras
de orina, genitales y oculares (Herrmann et al., 2015; Klint et al., 2007).

Por otro lado, en el esquema MLST-7 desarrollado por Pannekoek
I. et al, se analizan secuencias de fragmentos entre 400 a 500 pares
de bases de siete genes housekeeping, ampliamente separados en el
cromosoma, gatA, oppA-3, hflX, gidA, enoA, hemN y fumC, respectiva-
mente (Pannekoek et al., 2008). Es Gtil para investigar sobre tendencias
epidemiolégicas a largo plazo, dada la baja tasa de variaciéon molecular
dentro de estos genes housekeeping.

Consta de PCR individuales generando una sensibilidad disminuida
siendo menos adecuado para la tipificacion de cepas de la C. trachomatis
a partir de muestras clinicas directas. Por tanto, no es recomendado
para estudios poblacionales amplios, y al depender generalmente de un
paso de cultivo celular adicional, puede conllevar a resultados sesgados.
Dado lo anterior, mas adelante se busco adaptar este esquema a un
ensayo de PCR anidada para hacerlo mas adecuado en la tipificacion
en muestras directas mostrando una mayor sensibilidad y permitiendo
la deteccion de muchos tipos de secuencias novedosas al analizar
muestras clinicas directas sin posibles sesgos por cultivo (Versteeg,
Bruisten, van der Ende, & Pannekoek, 2016).

Por Gltimo, Boom et al. con el fin de aumentar la sensibilidad
de MLST, disenaron ensayos de PCR anidada para todas las regiones.
En donde los cebadores externos corresponden a los usados original-
mente en el estudio de Klint et al., mientras que los cebadores internos
para el MLST fueron disenados de forma tal, que las ocho regiones
presentaran longitudes entre 358 pby 733 pb se perdiera un minimo de
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informacion de la secuencia en comparacién con las regiones originales
del MLST, manteniendo asi la capacidad discriminatoria. Ademas, en
comparacion con los resultados MLST originales, encontraron que
la mayoria de los perfiles generados (62%) no se identificaron con
anterioridad, concluyendo que la PCR anidada es lo suficientemente
sensible para tipificar una gran mayoria de muestras clinicas directas
(Bom et al., 2011).

6.Conclusiones

La Chlamydia trachomatis, es una bacteria intracelular obligada que
representa una infecciéon de transmisiéon sexual comun, pero poco
conocida y detectada en la poblaciéon mundial. La OMS reconoce su
importancia a nivel de salud pdblica y el aumento de la tasa de infec-
cion, siendo necesario definir estrategias mas puntuales para controlar,
cuantificar y realizar el seguimiento a esta ITS. Por tanto, es crucial el
desarrollo de pruebas diagnésticas con caracteristicas 6ptimas dado a
que, se sugiere la deteccion oportuna para asi poder reducir la incidencia
de la enfermedad. Un diagnéstico rapido de esta ITS, permite frenar
con la cadena de transmisién y asi mismo, prevenir la aparicion de
complicacionesy secuelas de la infeccion a largo plazo (OMS, 2016a).

Por ello, se requiere la seleccion de un método de deteccién adecuado
en donde se consideren los costos y la experiencia de laboratorio,
teniendo en cuenta que todas las técnicas anteriormente descritas,
presentan ventajas y desventajas. Sin embargo, las pruebas NAAT
son las mas indicadas y recomendadas para el diagnéstico de la C.
trachomatis, sobre el método de cultivo celular (considerado durante
décadas el estandar de oro) y sobre los que no implican cultivo. Por su
desempeno, oportunidad en el resultado y caracteristicas de sensibili-
dad y especificidad superior a las demas, siempre que se cuente con
la disponibilidad en los laboratorios, ya que al analizar sus ventajas,
sobrepasan las desventajas que presenta (Bébéar & de Barbeyrac, 2009;
Keegan et al., 2014; OMS, 2014).
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vacunas e investigaciones relevantes para el

ambito médico
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Martha Gémez Jiménez

La Chlamydia es un patégeno bacteriano que causa enfermedades
a nivel de érganos oculares, sexuales y respiratorios. Cada una de las
especies pertenecientes al género Chlamydia presentan un tropismo
especifico que puede terminar desencadenando la afectacion de la
funcion celular con la alteraciéon de tejidos durante su proceso de
replicacion. Ha inducido a la disminucion de la calidad de vida de
los pacientes infectados y afectando procesos importantes para la
reproduccion humana como en el embarazo, se ha vuelto un proble-
ma de salud publica a través de los anos como consecuencia de la
amplia distribucion que presenta a nivel mundial, ocasionando que en
paises subdesarrollados su prevalencia sea de mayor a causa de las
pocas medidas de prevencion que existen en estos paises. Uno de los
retos que presenta este microorganismo para su deteccion es el que
puede cursar con infecciones asintomaticas tales como el trachoma,
algunas infecciones de transmision sexual e infecciones relacionadas
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con enfermedad pulmonar. Sin embargo, la infeccion por Chlamydia
trachomatis cuenta con el mayor niimero de casos asintomaticos
reportados a la fecha, haciendo que sea facilmente transmitido a la
poblacion y generando otras complicaciones como infertilidad, abortos,
linfogranuloma venéreo, entre otros.

Debido a su importancia a nivel clinico y en salud publica, distintos
grupos han trabajado en el disefo de herramientas terapéuticas contra
Chlamydia, entre las que se encuentra el desarrollo de nuevos farmacos,
bldsqueda de alternativas en tratamientos y el desarrollo de posibles
blancos para el desarrollo de vacunas. El objetivo de este capitulo sera
el de comprender cudles han sido los principales desarrollos a la fecha
en materia de tratamientos convencionales y alternativos y las vacunas
para comprender las ventajas y principales mecanismos de accion.

1. Introduccion

La clamidiasis es una enfermedad de transmision sexual causada por
el microorganismo Chlamydia trachomatis. Es una de las infecciones mas
predominantes en hombres y mujeres de edades entre los 18-45 anos,
con una prevalencia predominante en paises como Estados Unidos y
algunos paises de origen europeo (Malhotra, Sood, Mukherjee, Mu-
ralidhar, y Bala, 2013; Ostos y Mélida Sanchez, 2003; Zapata-Granja,
2017). De acuerdo con la OMS, se estima que a nivel mundial son
infectadas mas de 131 millones de personas por ano, pero muy pocas
de las personas son diagnosticadas correctamente como consecuen-
cia de la gran cantidad de pacientes asintomaticos (50-70%), lo que
dificulta el correcto hallazgo médico (Grajales-Zapata, Vélez-Goémez,
Villegas-Castano, McEwen-Ochoa, y Martinez, 2019).

Los principales sintomas en hombres se manifiestan durante las
primeras 4 semanas de infeccién y suelen estar acompanados por la
presencia de disuria, proctitis, uretritis, epididimitis, con presencia de
inflamacion del meato urinario y descargas de mucoides en la orina
(Maldonado-Calderon, Lopez-Marquez, y Ruiz-Flores, 2018). En mujeres,
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la enfermedad es considera de mayor relevancia como consecuencia
de los problemas que el microorganismo puede causar durante el
embarazo (dentro de los que se incluy6 el embarazo ectépico y abortos
espontaneos), ademas de la afectacion que puede ocasionar en los
organos sexuales como el cérvix (cervicitis), junto con la existencia
de otras afectaciones como sangrado vaginal y la manifestacion de
descargas endocervicales que la vuelven de importancia clinica (Mal-
donado-Calderén et al., 2018).

En la actualidad se han descrito mas de 18 serotipos de la bacteria
causantes de enfermedades infecciosas en humanos (serotipos A-L),
con variaciones en el tropismo hacia células de érganos especificos
las cuales pueden variar dependiendo del serotipo causante de la
infeccion, algunos de ellos pueden afectar tanto 6rganos sexuales
como o6rganos oculares (Fan y Zhong, 2014). Usualmente, estos sero-
tipos son identificados por cambios conformacionales en la proteina
de membrana principal (MOMP del inglés, Major Outer Membrane
Protein), una de las proteinas implicadas en el proceso de infeccion e
ingreso a la célula (Meyer, 2016; Rodriguez-Dominguez et al., 2014).
La caracterizacion del ciclo de vida de este patdégeno, asi como de los
mecanismos moleculares y celulares de la C. trachomatis (descritos en el
Capitulo II) son claves para el diseno de nuevas técnicas de diagndstico
y desarrollo de nuevos farmacos y vacunas.

2. Principales mecanismos
de resistencia descritos

La resistencia antimicrobiana de algunas especies de la bacteria ha
sido ampliamente descrita, en especial en algunos aislamientos de la
Chlamydia trachomatis que presentan manifestaciones que podrian indicar
el desarrollo de mecanismos de resistencia (Bergan, 2018). Algunos
estudios en donde se han aislado cepas de muestras de pacientes se ha
corroborado la presencia de mutaciones que le confieren a la bacteria
una importante capacidad de resistencia en el ambito clinico frente
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algunos antimicrobianos especificos (Bergan, 2018; O’Neill et al,,
2013). La capacidad de explicar los mecanismos de resistencia in vivo
en la familia Chlamydiaceae es dificil debido a que, al ser una bacteria
intracelular obligada, existe una pérdida de la capacidad de utilizar
rutas metabodlicas para la sintesis de compuestos y sumado a esto, la
transmision de elementos génicos moviles (plasmidos, transposones,
integrones, etc.,) es rara a causa de que, factores como la evoluciéon
reductiva, las vias de delecion y la presencia de una separaciéon metabo-
lica (formacion de cuerpos reticulados) evita la posibilidad de que esto
puede llevarse a cabo en un ambiente in vivo por lo que, la transmision
horizontal de elementos méviles génicos es limitada (Bergan, 2018;
Gomes, Bruno, Borrego, y Dean, 2004; Lenart, Andersen, y Rockey,
2001; O’Neill et al., 2013).

Sin embargo, otras especies de Chlamydia como la C. suis, la cual
afecta principalmente a porcinos ha sido documentada con presencia
de resistencia antimicrobiana a las tetraciclinas, ya que tiene en su
genoma genes de resistencia como tetC. Estos podrian transmitirse de
manera natural a otras especies de la bacteria si un huésped albergara
mas de una especie de Chlamydia, dando paso a la posibilidad de la
transmision horizontal de genes (Bergan, 2018; Gomes et al., 2004;
Lenart et al., 2001; O’Neill et al., 2013).

Las especies de Chlamydia han demostrado ser altamente eficientes
para sufrir cambios genéticos. como consecuencia de procesos como la
recombinacién (Tabla 1) (Gomes et al., 2004; Joseph, Didelot, Gandhi,
Dean, y Read, 2011; Suchland et al., 2019). Algunos ensayos in vitro
en los que se ponian en contactos dos cepas diferentes (cada una con
un tipo de resistencia antimicrobiana diferente), a causa del proceso
de recombinacién, permitian generar nuevas células que comenzaban
volverse resistentes a diferentes antibioticos y, posterior a la infeccion,
se lograba apreciar una resistencia dual frente a los antibiéticos selec-
cionados lo cual a la larga podria ocasionar clones multirresistentes
(Bergan, 2018; Suchland et al., 2019).
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Estos cambios en el ADN se explican cuando se da el proceso de
replicacion ya que, durante el desarrollo de estadios tempranos de los
cuerpos elementales durante la inclusion algunos fragmentos de ADN
pueden ser asimilados como consecuencia de un proceso denominado
autolisis, que ocurre frecuentemente en el proceso de replicacion en un
corto periodo de tiempo (Bergan, 2018). Para que este proceso pueda
darse de manera natural en un paciente, debe existir una confecciéon con
especies de la Chlamydia que presenten diversos tipos de modificaciones
genéticas las cuales las hagan resistentes a determinados antibioticos.
Sin embargo, esto en la practica es poco comdn y por ello, es poco
probable encontrar especies de la Chlamydia con mutaciones especi-
ficas sugerentes a una resistencia antimicrobiana por este mecanismo
(Bergan, 2018; Gomes et al., 2004; Suchland et al., 2019).

Tabla 1. Principales genes que pueden sufrir alteraciones
a causa de la recombinacion

Genes reportados que pueden sufrir modificacion por recombinacion

Gen Funcion

ompA | Codifica para la proteina principal de membrana externa (MOMP).

pmpE | Codifica para la proteina de membrana polimérfica E.

pmpF | Codifica para la proteina de membrana polimérfica F.

pmpH | Codifica para la proteina de membrana polimérfica H.

yscC Codifica para la formacion de proteinas de secrecion tipo lll.

tsf Codifica para el factor de elongacion Tf. Relacionado con el intercambio
de GDP por GTP.

CT049 | Codifica para proteinas Pls1 con probable funcion en la inclusién
de membrana.

CT144 | Codifica para proteinas involucradas en la activacion del sistema
de secrecion tipo Il

Elaboracion propia. Informacién tomada de (Bergan, 2018).

En el ano 2022 se describe el impacto de la transferencia lateral de
genes sobre las especies de la Chlamydia (Marti et al., 2022). Durante
una revision mas exhaustiva sobre el genoma de la bacteria se encontré
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la presencia de genes involucrados en la absorcion, recombinacion y
reparacion de genes foraneos entre las especies de la familia Chlamydia-
ceae, lo que habilita la transferencia lateral de genes intra e interespecies
bacterianas (Marti et al., 2022).

La transferencia lateral y/o horizontal de genes es definida como la
transferencia de material genético de célula a célula, esto incluye la
integracion de material genético a la célula receptora (Marti et al., 2022).
En células procariotas, la transferencia lateral esta dada principalmente
por tres mecanismos dentro de los que se incluye la transferencia de
material génico basado en mecanismos de la traduccion mediados por
la infeccion por bacteriéfagos; mecanismos de transferencia plasmidica
dentro de los que se incluyen fenémenos de conjugacion, movilizacion
y conduccion; y mecanismos de transformacion genética en los que
se genera un proceso de absorcion de ADN desnudo (naked DNA).
Dichos mecanismos de integracion estan dados por fenémenos de
recombinacién homoéloga y no homoéloga (Marti et al., 2022).

Estudios de secuenciacion del genoma completo de Chlamydia (in-
cluyendo muestras clinicas) han revelado la presencia de genes basados
en fendmenos de recombinacion homologa durante la evolucion de C.
trachomatis, y otras especies de la Chlamydia como la C. pneumoniae,
C. psittaciy C. suis (Marti et al., 2022). En algunos casos particulares, en
especies como la C. trachomatis y C. pneumoniae se han encontrado
regiones con una alta diversidad genémica con elevados rangos de
recombinacion (Marti et al., 2022). Genes como el ompA que hace
parte de los genes codificantes para proteinas de membrana de caracter
polimorfico. Asi como otros genes involucrados en la fusion de las
inclusiones homotipicas durante la replicacion de Chlamydia como el
genincA, han sido caracterizados como genes de alta variabilidad y con
alto potencial para estar involucrados en procesos de recombinacion,
que pueden aumentar la resistencia de la Chlamydia hacia determinados
antibioticos (Marti et al., 2022).

Otros genes dentro de la zona de plasticidad estan involucrados en
los genes que codifican para un amplio rango de proteinas con funcién
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dentro de la patogenicidad. Por lo que, puede ser un sitio de mayor
susceptibilidad a la absorcion de ADN, variacion genética y perdida
de la funcionalidad de genes (Marti et al., 2022).

A través de la literatura se ha reportado que existen interacciones
entre los cuatro linajes de la Chlamydia (linfogranuloma venéreo, tra-
coma y urogenitales T1 y T2) y las otras especies de la Chlamydia (C.
pneumoniae, C. psittaci y C. suis) dentro de estos se pueden generar
procesos de recombinacion (Marti et al., 2022). Adicionalmente, otros
procesos de recombinacién se han asociado a cambios en el tRNA en
donde pueden existir breakpoints o puntos de rompimiento asociados
a este fenémeno (Marti et al., 2022). Todos estos eventos estudiados
hasta la actualicad pueden asociarse a los procesos de resistencia anti-
microbiana, los cuales han comenzado a aparecer frecuentemente en
aislados clinicos humanos y otras especies animales (Marti et al., 2022).

Otros reportes de resistencia antimicrobiana en la Chlamydia se basan
en la identificacion de cambios especificos en el gen RNAr 23S que
se encarga de codificar para la subunidad para la subunidad 23S del
ribosomay que puede conferir a la bacteria una resistencia importante
a antimicrobianos de tipo macrélido, pero durante estos ensayos se
demostré que algunas de las muestras de pacientes fueron contami-
nadas con otro tipo de lecturas pertenecientes al género Lactobacillus
(microbiana comuin en pacientes femeninos). Este tipo de secuencias
son altamente conservadas y por las caracteristicas particulares de la
toma de muestra es posible la contaminacion, por lo que se descarto
que fuera una caracteristica adquirida en las cepas de la Chlamydia
estudiadas (Hadfield et al., 2017; Jiang et al., 2015). Lo cual sugiri6
la viabilidad de que puedan darse mutaciones concretas capaces de
afectar el desarrollo de la Chlamydia en seres humanos, es diverso y
poco frecuente debido a las dificiles condiciones que se requieren
para que pueda darse el fenémeno de la resistencia antimicrobiana.
Por lo que a la fecha es raro encontrar cepas resistentes al tratamiento
convencional, no obstante, otros reportes sugieren que la persistencia
y resistencia heterotipica de las poblaciones de la Chlamydia en el
huésped pueden ser un fenémeno frecuente, pero adn falta elucidar un
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poco mas sobre los mecanismos que conllevan a que este fenémeno
se desarrolle (Bergan, 2018; Maldonado-Calderén et al., 2018; Sandoz
y Rockey, 2010).

3. La pared celular y su importancia en el tra-
tamiento de la infeccion por Chlamydia

Las especies de la Chlamydia han comenzado estudiarse mas frecuen-
temente por varios centros de investigacion y durante ellos es que se ha
comenzado a entender un poco mas sobre la biologia del microorganismo
y suimportancia en la seleccion de antimicrobianos especificos capaces
de afectar ala bacteria (Bergan, 2018; Panzetta, Valdivia, y Saka, 2018).
Una de las sustancias que hacen parte de la conformacion estructural
de la Chlamydia fue descubierta recientemente (ano 2015) y podria
explicar el por qué al menos el 50% de los antibioticos convencionales
para el tratamiento estan dirigidos principalmente en atacar la pared
celular de esta bacteria es el peptidoglicano, un compuesto importante
en la conformacion de la pared celular de varios organismos bacterianos,
que tiene como funcién principal la proteccién frente a procesos de
lisis. Asi como también, tiene un rol importante en evitar que ciertos
factores de estrés extracelulares puedan afectar a la bacteria. Esta se
presenta como uno de los blancos mas prometedores para ser usado
en el tratamiento de la infeccion por este microorganismo y explicarian
ademas el por qué, algunos antibiéticos como los betalactamicos, la
fosfomicina, la bacitracina y la Cicloserina-D pueden tener un efecto
importante para el tratamiento (Bergan, 2018; Jacquier, Viollier, y Greub,
2015; Otten, Brilli, Vollmer, Viollier, y Salje, 2018).

Algunos tratamientos evaluados con penicilina sobre Chlamydia
de manera in vitro y cuyo mecanismo de accion se centra en afectar
directamente la formacion del peptidoglicano por medio de la union
al anillo betalactamico presente en la transpeptidasa que requiere esta
molécula para activarse (proteinas de union a penicilina). Genera que
la inclusién con cuerpos elementales de Chlamydia se transforme en
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la produccion de cuerpos aberrantes y ocasiona que estos presenten
menor densidad electronica y no puedan dividirse dentro de la célula,
inhibiendo la replicacion y ocasionando que las formas de resistencia
permanezcan constantemente en el ambiente intracelular (Bergan, 2018;
Leonard, Dewez, y Borel, 2016; Peuchant et al., 2011; Samarasinghe,
Durber, y Baho, 2020). El descubrimiento reciente de la presencia de
una molécula similar al peptidoglicano permite ampliar la basqueda de
nuevos antimicrobianos que puedan ser usados en contra de la formacion
de este compuesto. Por tal motivo, los antimicrobianos que tengan como
sitio blanco la formacién de lipopolisacaridos o antimicrobianos y que
puedan bloquear la union de moléculas como la N-acetilglucosamina
o el acido N-acetilmuramico, importantes en la formacion de la pared
celular de esta bacteria, podrian contribuir acerca de la formulacion de
otras moléculas que eviten la supervivencia de la bacteria.

4. Tratamientos convencionales frente a la
infeccién por Chlamydia spp.

El agente causal de esta es una bacteria intracelular obligada caracte-
rizada por su capacidad de infectar células epiteliales colonizandolas y
generando danos de manera interna durante su replicacion, causando
problemas como la pérdida de la capacidad nutricional y funcién
celular (Elwell, Mirrashidi, y Engel, 2016). La bacteria ha sido descrita
en la literatura con una fuerte susceptibilidad a los antibi6ticos que
generan interferencia con la sintesis de ADN y/o proteinas dentro de
los que se describen algunos como los macrélidos, las tetraciclinas, las
quinolonas, la rifampicina y otros como la clindamicina. Capaces de
ingresar a la célula infectada para detener el proceso de replicacion
celular o capaces de inhibir el desarrollo de la bacteria cuanto esta
se encuentra en su etapa infectiva (cuerpos elementales) (Kohlhoff y
Hammerschlag, 2015; Weber y Johnson, 1995).

Casi siempre los antimicrobianos mas utilizados para la eliminacion
de la Chlamydia, cuando existe una confirmacion de la infeccién, suelen
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ser la azitromicina en una Gnica dosis de T1g o el uso de doxiciclina
durante 2 veces al dia por 7 dias en dosis de 100 mg. Las personas que
han sido infectados no deben tener ningdn tipo de relaciones sexuales
hasta completar el tratamiento y adicionalmente deben suministrarle
de manera preventiva a su pareja la misma dosis de antibiotico para
evitar una infeccion o brote (Ceovic y Gulin, 2015; Maldonado-Calderon
et al., 2018). Estos antimicrobianos, en especial los de tipo macroélido,
suelen usarse principalmente por su capacidad para inhibir el factor de
necrosis tumoral alfa (TNF-alfa) sobre todo en labores de parto, en los
casos en los que la bacteria esta presente debido a que, esta molécula
esta implicada en induccion temprana del parto durante el final del
embarazo (Adachi et al., 2021).

El uso de azitromicina es mas recomendable en los casos de
infeccion genitourinaria e infeccion de las vias faringeas en mujeres y
hombres que tienen sexo con hombres (HSH). Sin embargo, el riesgo
de resistencia antimicrobiana con este medicamento puede ser mas
alto y no es muy eficiente para el tratamiento de infeccion anorrectal a
comparacion de la doxiciclina (Dukers-Muijrers et al., 2022). Su uso a
nivel medico radica en que esta enfermedad es una de las infecciones
de transmision sexual (ITS) mas comunes, siendo comparada en muchos
casos con otras ITS causadas por bacterias como Treponema pallidum
y Neisseria gonorrhoeae.

El uso de antimicrobianos como la azitromicina y doxiciclina es
bastante comdn en este tipo de infecciones. Aunque, también se han
probado otro tipo de medicamentos que han demostrado tener una
alta eficiencia en la erradicacion de la enfermedad cuando algunos de
los medicamentos convencionales no logran detener la enfermedad por
completo. Medicamentos como: las tetraciclinas; macrélidos; quinolo-
nas; rifampicinas; sulfonamidas; aminoglucésidos y betalactamicos han
sido probados de manera exitosa y han logrado la cuantificaciéon de la
susceptibilidad a través de la determinacion de la CMI para especies
de la Chlamydia como la C. trachomatis y C. pneumoniae (Kohlhoff y
Hammerschlag, 2015). En la Tabla 2 se describen en detalle algunos
de los medicamentos convencionales y nuevos que se han utilizado
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a través de los anos para tratar la Chlamydia junto con sus respectivas
concentraciones minimas inhibitorias (CMI).

Tabla 2. Concentracion minima inhibitoriay

susceptibilidad antimicrobiana de los medicamentos mas
comunes y desarrollados en investigacion usados para el
tratamiento de Chlamydia

CMI, Mecanismos de accion y susceptibilidad de antibioticos contra Chlamydia

Antimicrobiano

Mecanismo de

C. trachomatis

C. pneumoniae

Clasificacion accion
Antimicrobianos aprobados por la FDA
Tetraciclinas Doxiciclina Unién 0.031-0.25 0.015-0.5
Tigeciclina subunidad 30s. | 0.03-0.125 | 0.125-0.25
Eritromicina 0.016 -2 0.015-0.25
Macrdlidos Azitromicina Unién subunidad | 0.6 -2 0.05-0.25
Claritromicina | 50s 0.015-0.125 | 0.004 - 0.125
Clindamicina 2-16 N/A
Ciprofloxacina 0.5-2 1-4
. . Topoisomerasa
Quinolonas Levofloxacina Il/ ADN girasa. 0.12-0.5 0.25-1
Moxifloxacina 0.5-1 0.125-1
Rifampicinas Rifampicina Sa”('j‘;” Ap;;;mera— 0.005-0.25 | 0.0075 - 0.03
diaminopirimi- nhibe a'la
dina P Trimetoprima enzima dihidro- | > 128 >128
folato reductasa.
inhibidores
Sulfonamida Sulfametoxazol competitivos 0.5-4 >500

del acido paraa-

minobenzoico.
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Union a la

terminales D-ala-
nil-D-alanina.

Gentamicina subunidad 30s. 500 500
. . Inhibe la sintesis
Aminoglucésido de pared celular
Vancomicina uniéndose a los | 1000 1000

Medicamentos producto de la investigacion
Derivado o ARN
etriomicina Solitromicina | Smon AR 0.125-0.5 0.25-1
ribosémico 23s.
Fluoroquinolona | Sitafloxacina Inhibe ADN 0.031-0.063 | 0.031-0.125
Quinol Nemonoxacina | girasa y topoiso- | 0.03 - 0.125 0.03-0.125
uinolona
Delafloxacina merasa IV. N/A 0.06 - 0.125
N/A AZD0914 Inhibicion de 0.06 - 0.5 0.25- 1
topoisomerasa |l.
Bloquea subuni-
. . . . 0.00125 -
Rifalazil Rifalazil dad beta de la 0.0025 0.00125

ARN polimerasa.

Fuente: Tomado y Modificado de kohlhoff SA'y cols, 2014 (Kohlhoff y Hammerschlag, 2015).

Una de las caracteristicas antimicrobianas mas destacables de las
especies de la Chlamydia es que incluso cuando algunas especies
pueden volverse resistentes a ciertos antibiéticos como la rifampicina
o las quinolonas este fendmeno solo puede verse cuando existe la
presencia de cultivos in vitro. En donde por diversos pases en presencia
de antibiéticos sub-inhibitorios, la bacteria puede mostrarse resistente,
sin embargo; el fendmeno de la resistencia antimicrobiana in vivo es
poco frecuente y rara vez pueden encontrarse cepas de bacterias de
pacientes resistentes a la accion antimicrobiana (Kohlhoff y Hammer-
schlag, 2015).

Por otra parte, la documentacién de la resistencia heterotépica
(manifiesta cuando una pequena parte de la poblacion es resistente)
en cepas de la Chlamydia, ha podido evidenciarse especificamente
cuando existen mutaciones en el gen que codifica para la subunidad
23s ARNr asociadas a un cambio en el sitio blanco de algunos de los
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medicamentos de tipo macrélido ocasionando una mayor resistencia
(resistencia hacia azitromicina) (Kohlhoff y Hammerschlag, 2015;
Maldonado-Calderén et al., 2018).

Los resultados obtenidos in vitro sobre los efectos de algunos antimi-
crobianos han permitido encontrar que la bacteria, de manera natural ha
generado resistencia hacia algunos antimicrobianos como la trimetoprima,
los aminoglucésidos y glucopéptidos (Kohlhoff y Hammerschlag, 2015). En
la actualidad no existen métodos estandarizados que permitan determinar
de manera especifica la susceptibilidad de Chlamydia spp. Sin embargo,
se ha podido caracterizar la concentraciéon minima inhibitoria de este
microorganismo frente a determinados grupos de antimicrobianos de
uso clinico (Jones, 1991; Kohlhoff y Hammerschlag, 2015). Kohlhoff y
Hammerschlag en 2015 realizaron una revision sobre la susceptibilidad
antimicrobiana y explican por ejemplo que es caracteristico que entre
algunas especies de la Chlamydiia, la susceptibilidad puede variar como
consecuencia de su estructura conformacional (Ceovic y Gulin, 2015;
Kohlhoff y Hammerschlag, 2015; Weber y Johnson, 1995).

En un caso especifico puede verse que la Chlamydia pneumoniae
y Chlamydia psittaci son resistentes a las sulfonamidas a comparacion
de la Chlamydia trachomatis que es susceptible a esta clase de anti-
microbianos. Otros estudios sobre la estructura conformacional de
la bacteria han confirmado que las especies de C. trachomatis y C.
pneumoniae presentan una susceptibilidad especifica hacia algunos
antimicrobianos como es la penicilina (Kohlhoff y Hammerschlag,
2015). Una caracteristica importante que puede explicar la suscepti-
bilidad de la Chlamydia spp. hacia algunos antimicrobianos del tipo
penicilina es la presencia de genes que codifican para la sintesis de
proteinas involucradas en la formacién de peptidoglicano, dentro de las
que se incluyen tres proteinas de union a la penicilina. Estas proteinas
presentan una afinidad importante hacia los antimicrobianos de tipo
betalactamico, por lo que pueden ser Gtiles para tratar la enfermedad,
Figura 1 (Kohlhoff y Hammerschlag, 2015).
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Figura 1. Puntos de accién de los antibidticos frente a
Cuerpos elementales de Chlamydia trachomatis

Creado con BioRender.com.

En la figura se describen las principales familias de antibi6ticos usados
para el tratamiento de la Chlamydia, cada familia esta identificada con
un ndmero romano y se muestra alli el sitio blanco que podria afectar
en organelos presentados por Chlamydia. Los PAMs (péptidos antimi-
crobianos) y medicamentos novedosos como la solitromicina, pueden
presentar otro tipo de sitios blancos que deben ser considerados para
la bdsqueda de nuevos medicamentos eficaces, por lo que pueden
elucidar otros mecanismos y vias de accion mas especificas.

Una de las dificultades a la hora de encontrar un antimicrobiano
especifico en contra de las especies de la Chlamydia es la obligatoria
permanencia de la bacteria de manera intracelular. Lo cual requiere que
los agentes antimicrobianos penetren de manera adecuada la célula'y
pueden afectar al microorganismo, por lo que la eficacia de un agente
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antimicrobiano es definida a través de la determinacion la oncentracion
Minima Inhibitoria (CMI), la cual significa la concentracion especifica
a la que un determinado medicamento puede inhibir de manera total
el crecimiento y/o replicacion de la bacteria. Usualmente, cuando se
obtiene un resultado de efectividad menor a Tug/ml se dice que la
bacteria es sensible al efecto de dicho agente antimicrobiano (Kohl-
hoff y Hammerschlag, 2015; Marti et al., 2018). Una concentracion
menor, no necesariamente indica una mayor eficacia por lo que, la
determinacion de la concentracion inhibitoria puede variar para cada
especie, de acuerdo con la concentracion de la inhibicion reportada
(Kohlhoff y Hammerschlag, 2015; Marti et al., 2018).

Ademas debe considerarse que, al ser considerada como una bacteria
intracelular obligada, los medicamentos utilizados para el tratamiento
necesariamente deben ser seguros para las células mamiferas. Por lo
que no deben presentar ningdn tipo de afectacion cuando son probados
en cultivos celulares y, adicionalmente debe poder correlacionarse
la efectividad en contra del microorganismo con la susceptibilidad
ocasionada a nivel celular para poder determinar si el medicamento
es seguro y poco efectivo para las células (Kohlhoff y Hammerschlag,
2015). Varios estudios apuntan al desarrollo de nuevos medicamentos
que, junto a brindar un mayor espectro de proteccién, puedan ser
aplicados con un menor riesgo de afectacion a nivel celular.

5. Nuevos disefnios de medicamentos
potenciales contra Chlamydia spp.

Con el paso de los anos se han disenado nuevos antibiéticos por
parte de algunas companias farmacéuticas con actividad anti-Chlamydia
y que aln estan en estado de desarrollo clinico (Kohlhoff y Hammers-
chlag, 2015). El AZD0914 (AstraZeneca®) por ejemplo, es una nueva
clase de antibiético que incorpora el uso de una novedosa molécula
de espiropirimidinetriona presentando un blanco en contra del ADN
girasa/topoisomerasa IV a través de un método de inhibicion especifico
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(antagonismo) que en algunos estudios ha demostrado su alto potencial
para disminuir la infeccién por bacterias como la C. trachomatis y C.
pneumoniae (Jacobsson et al., 2014; Kohlhoff y Hammerschlag, 2015).

Otros medicamentos que se han utilizado para tratar microorga-
nismos como la neisseria gonorrhoeae como la nemonoxacina y la
delafloxacina (que se encuentran en desarrollo) han demostrado tener
una alta efectividad contra microorganismos como la Chlamydia spp., y
algunas otras especies de neisseria (Chang, Hsu, y Zhang, s. f.; Kohlhoff
y Hammerschlag, 2015). La nemonoxacina (C-8-metoxy quinolona
no fluorizada) es un medicamento que se basa en la inhibicién de
la topoisomerasa Il (ADN girasa) y la topoisomerasa IV para evitar la
replicacion, reparacion, transcripcion y recombinacion del ADN para
generar la muerte de la bacteria. Siendo generalmente recomendada
para pacientes con neumonia adquirida en la comunidad (NAC) (Chang
et al., s. f.). Por su parte, la delafloxacina presenta un mecanismo de
inhibicién celular similar a la nemofloxacina, que evita a la bacteria
replicarse y por tanto presenta una actividad bactericida (Adler, Chaud-
hry, y Goldberg, 2018). Un tercer medicamento que aulin se encuentra
en ensayos clinicos ha demostrado tener efectos importantes en la
eliminacion del patogeno, es conocido como solitromicina (CEM-101)
y abarca un grupo de antibidticos de tipo macrélido derivado de la
eritromicina (cetdlido), que presentan mayor espectro y que tiene como
blanco la inhibicion de la sintesis de proteinas como consecuencia de
la unién de esta molécula hacia las subunidades ribosomales (Buege,
Brown, y Aitken, 2017). Su uso a nivel investigativo ha mostrado tener
un importante efecto en la eliminacion de algunos géneros de Chlamydia
spp como también de otros patégenos como los Streptococcus spp. y
Neisseria spp (Kohlhoff y Hammerschlag, 2015).

Es asi como, muchos de los medicamentos utilizados en la actualidad
han ido estandarizandose dentro de los tratamientos convencionales y
son definidos parametros de CMI (concentracion minima inhibitoria)
especificos.
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6. Nuevos avances en alternativas a los trata-
mientos convencionales

Como consecuencia del desarrollo o aparicion de la resistencia
presentada por los microorganismos hacia algunos antibiéticos. Se
han identificado a través de los anos nuevas moléculas capaces de ser
usadas para el tratamiento de infecciones causadas por microorganismos
bacterianos, fangicos y virales (Jamwal, Bhattacharya, y Puri, 2018;
Namita y Mukesh, 2012) . Muchos de los recursos que obtenidos para
fortalecer la investigacion de nuevas moléculas radican en la profundi-
zacion de las rutas metabdlicas de algunos microorganismos, plantas,
insectos y otro tipo de seres que producen naturalmente sustancias
con capacidad de contrarrestar los efectos adversos causados por los
patégenos en el organismo (Bahar y Ren, 2013; Jamwal et al., 2018;
L. Zhang et al., 2013).

Uno de los recursos mas estudiados en la actualidad es la obtencion
de antimicrobianos a partir de hongos o de bacterias con capacidad
de producir sustancias que pueden inhibir el crecimiento de seres
patégenos en estudios in vitro (Raina et al.,, 2016; Synytsya et al.,
2017). Larazén que explica la inminente necesidad de algunos de estos
seres para la produccién de sustancias con caracter antimicrobiano,
radica en la alta competitividad que encuentra en el ambiente, en el
momento en que varios de estos seres habitan un mismo nicho o
ecosistema. Por lo que, para poder sobrevivir algunos de estos producen
sustancias defensivas para mantener la viabilidad como parte de un
proceso conocido como presion selectiva (Potroz y Cho, 2015). Esta
competencia les permite perdurar en el medio y poder replicarse, con
la posibilidad de mantener las caracteristicas de resistencia dentro
de las siguientes generaciones (Mtynarczyk-Bonikowska, Majewska,
Malejczyk, Mtynarczyk, y Majewski, 2020).

Los procesos de desarrollo en el campo farmacéutico, sumado al
uso indiscriminado de antibidticos por parte del cuerpo médico en los
primeros inicios del siglo XX, ocasionaron con el tiempo un aumento
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de la resistencia antimicrobiana como parte del uso de antibiéticos
provenientes en la practica clinica (Mtynarczyk-Bonikowska et al.,
2020). En la actualidad, se han descrito dos mecanismos capaces de
generar resistencia, la resistencia innata y la resistencia adquirida (Potroz
y Cho, 2015).

El desarrollo de la resistencia innata comenz6 a desenvolverse como
un fenémeno que resulté del desarrollo natural (evolutivo) presente
en los procesos de resistencia fundamentados en el concepto de la
“supervivencia del mas apto”. Estudios recientes relacionados con la
presencia de cepas bacterianas multirresistentes se han convertido en
un problema relativamente comun en el siglo actual. Por lo que, cada
vez mas se empiezan a disminuir las opciones para el tratamiento de
enfermedades infecciosas (Potroz y Cho, 2015).

Ademas, la aparicion de otro tipo de microorganismos capaces de
generar un tipo de resistencia adquirida, como consecuencia de la
transmision de genes entre especies que codifican herramientas enzi-
maticas capaces de evitar el mecanismos de accién de un antibiotico
o de generar modificaciones en el sitio blanco del medicamento han
acrecentado el problema de la busca de tratamientos adecuados. En
pocos anos, se puede ver con algunos antibiéticos como la estrepto-
micina y penicilina han comenzado a perder su efecto en bacterias
Gram positivas y Gram negativas (Potroz y Cho, 2015).

La resistencia antimicrobiana aparecera independientemente de que
el compuesto sea sintético o natural debido a que, siempre se podra
desarrollar la resistencia en cuanto sea quimicamente viable para el
microorganismo. Por lo que, una forma de evitar su propagacion es la
introduccion de una terapia con multiples antibioticos que abarquen
combinaciones especificas y las cuales puedan evitar las defensas anti-
microbianas (Mestrovic, Ljubin-sternak, Microbiology, Unit, y Profozic,
2018; Potroz y Cho, 2015).

El desarrollo de medicamentos a partir de extractos vegetales surge
como la nueva alternativa para encontrar y desarrollar sustancias
especificas capaces de tener un efecto antimicrobiano con base en
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la produccion de metabolitos secundarios provenientes de las plantas
como: los flavonoides; las cumarinas; los taninos; terpenoides; alcaloides;
algunos lipidos y la extraccion de péptidos que han demostrado tener
unaimportante actividad in vitro con una alta capacidad antimicrobiana.
Incluso llegando a tener efectos especificos dirigidos contra algunas
especies de la Chlamydia (efecto anti-clamidial) Figura 2 (Potroz y
Cho, 2015).

Figura 2. Clasificacion de los metabolitos secundarios
encontrados en plantas con propiedades medicinales

Tomado y Modificado de Jamwal A, et al, 2018 (Jamwal et al., 2018).

Resalta la importancia de los compuestos fendlicos y terpenos como
los mas prometedores para ser usados como alternativa antimicrobiana.
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6.1 Compuestos polifendlicos

Los polifenoles son compuestos de naturaleza organica encontrados
en plantas y han demostrado capacidad para inhibir algunas enferme-
dades degenerativas. Esta caracteristica sent6 un precedente de sus
propiedades medicinales y permitié la realizaciéon de otros estudios
que comprobaron que poseen propiedades para afectar un gran rango
de bacterias, dentro de las que se encuentran las pertenecientes a la
familia Chlamydiaceae (Brown, Potroz, Teh, y Cho, 2016). Aunque no
se conoce con exactitud el mecanismo exacto por el cual actdan los
compuestos fendlicos, algunos estudios sugieren que pueden presentar
mas de un mecanismo de accion capaz de inhibir el crecimiento de
bacterias patdgenas, incluyendo las variaciones estructurales que
presentan (haciendolos mas especificos) (Brown et al., 2016).

Otra caracteristica importante, es que tienen actividad citotoxica
baja, lo que los hace mas especificos para afectar al microorganismo sin
generar dano al huésped. Algunos compuestos tienen la capacidad de
acumularse dentro de las membranas celulares de mamiferos, creando la
inhibicion de algunos microorganismos intracelulares, como Chlamydia
pneumoniae (Brown et al., 2016). Los compuestos presentan variaciones
en las moléculas de azicares libres o mayor hidrofobicidad que son
molecularmente mas activos como antimicrobiano (Brown et al., 2016).

6.2 Flavonoides

Los flavonoides son un producto del metabolismo secundario de varias
plantas con una clara estructura polifendlica, se encontra principalmente
en algunas frutas, vegetales y bebidas (jugos) que presentan una alta
capacidad antioxidante, anti-inflamatoria, anti carcindgena, entras, y
que han sido utilizados para el tratamiento de algunas enfermedades
degenerativas como el cancer y la enfermedad de Alzheimer. Por sus
propiedades puede ser utilizado para modular la respuesta inmune y la
funcion celular enzimatica (Panche, Diwan, y Chandra, 2016). Muchos
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de estos flavonoides tienen una importante funcién en la inhibicion de
enzimas como la xantina oxidasa, la ciclooxigenasa y la lipooxigenasa,
por lo que también tiene una gran capacidad para reducir las especies
reactivas de oxigeno y generalmente son producidos por varios érganos
vegetales (Panche et al., 2016).

Algunos flavonoides los cuales han sido investigados y pueden
encontrarse en alimentos de la dieta humana como en toronjas y to-
mates es la naringenina. Un flavonoide polifenélico compuesto por dos
anillos de benceno unidos por un anillo de pirona heterociclico. Estas
caracteristicas conformacionales permitieron que fuesen estudiados por
otros investigadores en el pasado y ya han demostrado su efectividad
para disminuir la inflamacion y dano celular cuando se da la infeccion
por Chlamydia trachomatis en cultivos de células de macrofago 774
(Yilma, Singh, Morici, y Dennis, 2014). Se piensa que una gran parte de
la actividad biolégica para controlar la inflamacion durante la infeccion
por Chlamydia radica en la inhibicién de algunas enzimas y el control
de algunas citoquinas durante la infeccion (Panche et al., 2016; Yilma
et al., 2014). El uso de otros compuestos, como la catequina (flavonoide)
proveniente de plantas de té, han demostrado en ensayos in vitro una
afectacion directa sobre las membranas bilipidicas de bacterias, por
alteracion o disrupcion generando un dano a la integridad celular en
cultivos de Chlamydia trachomatis (Yamazaki et al., 2005).

Algunos glicosidos de flavona, como la baicalina (Scutellariae bai-
calensis), han demostrado tener un efecto inhibitorio in vitro frente a
Chlamydia trachomatis debido a que, este compuesto posee la capacidad
de evitar la infeccion de células Hep-2 con cuerpos elementales (Hao
et al.,, 2009). El uso de flavonoides para contrarrestar la infecciéon con
Chlamydia presenta un alto potencial de reaccion como consecuencia
de su alta eficacia y baja toxicidad.
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6.3 Cumarina

Las cumarinas son un tipo de compuestos fenélicos simples que
presentan caracteristicas lipofilicas y planares (estructura) distribuidas
en varias especies de plantas vasculares. Son producidos a partir de
la ruta metabdlica del acido shikimico y, de acuerdo con la literatura,
presentan un amplio rango de actividad antimicrobiana contra los
hongos y bacterias (género Bacillus) debido a que, su principal efecto
radica en la penetracion de la membrana y la pared celular bacteriana.
Su actividad va mucho mas alld del efecto antimicrobiano a causa
de que, también presenta actividad anti-inflamatoria, antioxidante,
anticancerigenay antiviral (De Souza, Delle Monache, y Smania, 2005).

6.4 Compuestos de naturaleza lipidica

En algunos estudios se ha demostrado la alta efectividad que pueden
tener algunos compuestos de naturaleza lipidica como lo son: los
acidos grasos, monoglicéridos y terpenoides para ser usados como
sustancias antimicrobianas. Principalmente por que pueden afectar la
morfologia de algunas membranas lipidicas bacterianas (Churchward,
Alany, y Snyder, 2018). Compuestos como el acido laurico, acido
caprico y la monocarpina han demostrado poseer una gran actividad
para desactivar y afectar la integridad celular de cuerpos elementales de
Chlamydia trachomatis luego de 10 minutos de exposicion, generando
la ruptura y la desintegracion de la membrana celular (Brown et al,,
2016; Churchward et al., 2018).

6.5 Compuestos proteicos

Algunos compuestos presentes en las micorrizas del desierto (conocidas
como trufas) pueden presentar actividad antimicrobiana especifica en
contra de la Chlamydia spp., (Brown et al., 2016). Algunos estudios
en los que se realizo la preparacion de extractos acuosos de trufa del
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desierto permitieron comprobar que, los compuestos producidos por
el hongo pueden ser utilizados en contra de Chlamydia trachomatis
como tratamiento alternativo para curar a pacientes con presencia de
tracoma (Brown et al., 2016). Algunas de las proteinas secretadas por
la trufa de manera natural pueden presentar un alto potencial para
eliminar los patogenos bacterianos cuando se purifica una fraccion
proteica de las mismas (Brown et al., 2016).

7. Péptidos antimicrobianos

Los péptidos antimicrobianos (PAMs) son un tipo de moléculas
conformadas por aminoacidos con una naturaleza especifica, princi-
palmente producido como la primera linea de defensa por organismos
multicelulares (Bahar y Ren, 2013; L. J. Zhang y Gallo, 2016). Estas
proteinas pueden afectar bacterias, hongos, virus y parasitos de manera
especifica, ademas pueden ocasionar la muerte de los microorganismos
de manera directa (Broekaert et al., 1997). Su produccién normalmente
se da en organismos como plantas e insectos, cuando son amenazados
por un estrés de tipo abidtico, esta produccion siempre es inducida de
manera natural por el organismo superior. Cuando existe la presencia
de agentes patégenos con potencial para desequilibrar la homeostasis
celular por lo que, por medio de ciertas rutas de senalizacion, comienza
a darse la produccion de estas sustancias, como medio de defensa, para
mantener el estado de equilibrio (L. J. Zhang y Gallo, 2016).

Algunos de los microorganismos presentes dentro de estos organismos
complejos pueden producir esta clase de moléculas para defender su
propio nicho (Broekaert et al., 1997). Dentro del organismo, cumplen
la funcién de mantener la senalizacién celular y generalmente estan
involucrados en la modulacion de la respuesta inmune (Broekaert et al.,
1997; L. ). Zhang y Gallo, 2016). La mayoria de los péptidos antimi-
crobianos utilizan como mecanismo de accion algunas caracteristicas
electroquimicas, las cuales suelen conllevar a la disrupcion o perturbacion
del blanco al que van dirigidos. Usualmente, los péptidos pueden ser
de caracteristica antipatica o cationica, esta caracteristica les brinda
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la capacidad de formar canales i6nicos o poros transmembrana que
pueden ocasionar una pérdida del equilibrio electrostatico, generando
una pérdida de la carga de la membrana y ocasionado la muerte al
microorganismo (Mattiuzzo et al., 2007).

7.1 Clasificacion de los péptidos antimicrobianos

Los PAMs pueden ser clasificados en 20 categorias de acuerdo con
su actividad; fuente u organismo de origen; conformacién estructural y
riqueza en aminoacidos. Existen varios organismos de quienes se llega
a obtener y aislar de manera exitosa los péptidos con capacidad para
ser aplicados en el campo médico; usualmente mamiferos, insectos,
microorganismos, plantas, peces y anfibios son la fuente de origen mas
comun (L. J. Zhang y Gallo, 2016). Poder extraer y aislar de manera
exitosa los péptidos antimicrobianos, no siempre garantiza la posibilidad
de usarlos de manera in vitro o in vivo debido a que, muchos de ellos
presentan actividad citotoxica sobre células humanas.

Sin embargo, la sintesis quimica de moléculas peptidicas ha abierto
un campo de accién importante en el desarrollo de PAMs, junto al
desarrollo de herramientas bioinformaticas permite el diseno de nuevos
PAMs sintéticos tomando como base los PAMs naturales o los disenos
de novo con alta selectividad y adecuada actividad antimicrobiana
(Figura 3). Diferentes caracteristicas fisicoquimicas como la carga,
hidrofobicidad, anfipaticidad, longitud y momento hidrofdbico, entre
otras. Llegan modificarse para producir las actividades deseadas (Huan,
Kong, Mou, y Yi, 2020). Por ejemplo se ha descrito que una carga entre
+2 y +9 pueden ser adecuados para una actividad antimicrobiana.
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Figura 3. Clasificaciéon de los péptidos antimicrobianos

Tomado y modificado (Huan, Kong, Mou, y Yi, 2020). Creado con BioRender.com.

Los péptidos ricos en prolina, por ejemplo, son tipicamente apolares y
presentan un mecanismo de accion poco convencional. Estos péptidos
en algunos casos requieren de un transportador para ingresar hacia el
citoplasma bacteriano y producir la destruccion desde el interior, una vez
en el citoplasma estos péptidos se unen a los ribosomas y bloquean la
union del RNAt-aminocil al centro de la peptidiltransferasa para atrapar
los factores de liberacion decodificadores en el ribosoma y terminar
por interrumpir la traduccion (Huan et al., 2020; G. Wang, 2015).

Los péptidos ricos en arginina y triptéfano estan conformados por
dos partes: una de aminoacidos no polares (Trp) por lo que, pueden
interferir en la region de la bicapa lipidica; y la otra esta conformada
por aminoacidos de tipo arginina que definen carga del péptido y
pueden generar interacciones de uniéon con moléculas que presenten
hidrogeno. Por lo que, presentan una gran afinidad hacia membranas
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aniénicas bacterianas (Huan et al,, 2020; G. Wang, 2015). En cuanto
a los péptidos ricos en glicina, es el aminoacido quien le confiere al
péptido una caracteristica no polar y genera las estructuras terciarias
(mayor estabilidad) (Huan et al., 2020; G. Wang, 2015). Por ultimo,
los péptidos ricos en Histidina muestran una gran actividad de mejorar
la penetracion de la membrana celular y causar un incremento en la
permeabilidad que llega a llevar hacia la disrupcion celular y la ruptura
de la membrana (muerte celular) (Huan et al., 2020; G. Wang, 2015).

7.2 Péptidos antimicrobianos contra
Chlamydia spp.

Los péptidos antimicrobianos cominmente son definidos como
un grupo de moléculas cortas (45 a 55 aminoacidos), con un amplio
espectro para ser usados como moléculas antimicrobianas (Telléz y
Castano, 2010). Algunos de los siguientes compuestos, ademas de ser
probados y contrastados varias especies bacterianas, han sido utiliza-
dos en el ambito investigativo contra la Chlamydia, cada uno de los
mecanismos por los que pueden actuar como la sustancia anticlamidial
que se describe a continuacion (Potroz y Cho, 2015).

7.2.1 Las defensinas

Estas sustancias fueron descubiertas inicialmente como parte de la
produccion que algunas células como macroéfagos y granulocitos realizan
para mantener la homeostasis del sistema inmune, estas moléculas son
encontradas principalmente en animales, insectos y plantas. Por ello,
estan ampliamente distribuidas a través de varios reinos y mayormente
son definidas en sus primeros acercamientos como compuestos
catidnicos ricos en repeticiones de cisteina con una denominacion
estructural de hoja beta y con un alto potencial para ser usadas como
sustancias antimicrobianas en plantas e insectos (Antcheva, Guida, y
Tossi, 2013). Ademas algunas de estas, han demostrado ser altamente
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Gtiles para controlar de manera especifica la produccion de hormonas
corticoides y generar el control indirecto de la respuesta inmune cuando
son encontradas en circulacion de algunos mamiferos y se han utilizado
para contrarrestar la infeccion frente algunos agentes patégenos como
bacterias y hongos (Antcheva et al., 2013).

7.2.2 Las protegrinas

Las protegrinas son un tipo de péptidos antimicrobianos que presentan
una longitud entre 16 a 18 aminoacidos descubiertos, inicialmente en
leucocitos porcinos, que se encuentran unidos por puentes disulfuro
con presencia de 4 a 6 grupos arginilo (Miyasaki, lofel, y Lehrer, 1997).
Estos péptidos son codificados por genes cuadripartitos y presentan una
estructura similar a la catelina (Miyasaki et al., 1997). Su conformacion
estructural se da en forma de hojas beta y su mecanismo de accién se
basa en la formacién de canales i6nicos o poros que pueden afectar la
membrana celular y ocasionar disrupcion de la integridad de membrana
(Miyasaki et al., 1997; Sancho, Briz, Yeste, Bonet, y Bussalleu, 2017).

7.2.3 Defensinasy protegrinas (HNP-2 y PG-1)

Algunas de estas moléculas como las defensinas humanas (especial-
mente HNP-2) y las protegrinas PG-1 han demostrado su alta capacidad
para ser usadas contra Chlamydia trachomatis in vitro con alta capacidad
para generar la inhibicion de este microorganismo. Su capacidad para
afectar a los organismos bacterianos radica en el dano que puede
ocasionar a nivel de membrana, ademas de otros organulos citoplas-
maticos y como resultado puede apreciarse una afectacion directa en
la morfologia de la bacteria (Brown et al., 2016). Su uso casi siempre
se acompana de una perdida de la integridad celular, danos a nivel de
membrana citoplasmatica y perdida de los elementos citoplasmaticos
(Brown et al., 2016).
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7.2.4 Melitina

La melitina es un compuesto que deriva del veneno de las abejas
(Apis melifera) y forma parte de aproximadamente el 50% de este
compuesto. Su composicion se basa en la union de 26 aminoacidos
con caracteristicas hidrofébicas, (con al menos una cadena lateral des-
cargada o apolar) presentes una alta polaridad en la fraccién C-terminal
(Varpaei et al., 2020). Estas caracteristicas le confieren la capacidad de
interactuar con algunos lipidos, los caules hacen parte de la membrana
extracelular y ademas le confieren la capacidad de penetrar algunas
células como eritrocitos, adicionalmente esta molécula presenta alta
citotoxicidad y existe evidencia de que puede llegar a inducir la lisis
de glébulos rojos (Leandro et al., 2015).

Moléculas como la melitina que provienen del veneno de abeja Apis
melifera han demostrado su capacidad para ser usada como sustancia
anticlamidial en ensayos in vitro, ya que presenta un mecanismo de
citotoxicidad directo, que afecta a la bacteria alterando la maquinaria
celular con un alto potencial citotéxico. Ademas de ello, presenta
la capacidad de disminuir el potencial de membrana celular, lo que
genera una alteracion en la adhesion celular y evita la entrada de la
bacteria a la célula. Esta capacidad ha sido probada en algunos ensayos
con ratones y ha permitido comprobar que puede ser un candidato
interesante para evitar la infeccion por la Chlamydia de manera in vivo
(Brown et al., 2016).

7.2.5 Cecropina (D2A21y D4E1)

La cecropina es un péptido antimicrobiano aislado de las polillas de
cecropia (Hyalophora) que presenta altas caracteristicas cationicas de
forma linear encontrada en la linfa de este insecto, esta presenta extremos
tanto C terminal como N terminal anfipaticos y ha demostrado tener un
alto potencial para combatir agentes microbianos de caracter flingicos
y bacterianos (Montesinos et al., 2016). Su aplicacion in vitro en contra
de algunas cepas de Chlamydia trachomatis a base de formulaciones de
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gel contenian como compuesto principal, derivados de cecropina
(D2A21 y D4ET). Estos demostraron que cuando se exponian cuerpos
elementales de la bacteria frente a estos compuestos se generaba una
disrupcion de membranay una pérdida de la funcionalidad citoplasmatica
(Brown et al., 2016).

Se piensa que el mecanismo de accion de estos péptidos esta basado
en la creacion de canales i6nicos o poros que afectan directamente
la integridad y balance electrostatico de la membrana, ocasionando
su posterior disrupcién. Adicionalmente, otros estudios han sugerido
que existe una pérdida del control de la respiraciéon mitocondrial, en
conjunto con una inhibicion de la respiracion celular y la pérdida de
la capacidad de importacion de proteinas (Brown et al., 2016; Moore,
Beazley, Bibby, y Devine, 1996).

7.2.6 Catelicidina

Los péptidos basados en catelicidina son una familia de péptidos
caracteristica de mamiferos, encontrados principalmente en células
epiteliales o leucocitos (generalmente neutrofilos) los cuales son produ-
cidos en el huésped cuando éste cursa con algin tipo de infeccion por
agentes microbiolégicos como hongos y bacterias. Otra caracteristica
importante de estos péptidos es que poseen en su extremo N-terminal
un compuesto a base de catelicidina y en su extremo C-terminal, general-
mente se encuentran moléculas asociadas con efectos antimicrobianos
(Zanetti, 2005). Estos péptidos normalmente estan conformados entre
20 a 40 aminoacidos y su estructura conformacional esta basada en la
union a través de hélices alfa, al igual que también pueden encontrarse
con naturaleza linear. Se han encontrado en varios mamiferos dentro
de los que se incluyen: Humanos (LL37), ovejas (SMAP-29), ganado
(BMAP-27 y BAC-7) y PG-1 porcinos (Brown et al., 2016; Zanetti, 2005).

Estos péptidos han sido probados en algunas especies de la Chlamydia

y se ha comprado que algunos péptidos como el SMAP-29 y el PG-1
son los candidatos mas prometedores para ser usados como futuro
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tratamiento. Por lo que, a concentraciones menores de 80 pg/mL tuvieron
un mayor efecto a comparacion de los otros péptidos mencionados
anteriormente, se piensa que ademas de tener un efecto directo sobre
el microorganismo, estos pueden evitar que otras células puedan ser
infectadas ya que, se ha demostrado que evitan que la infeccion se
propague cuando se emplean de manera in vitro (Brown et al., 2016;
Donati et al., 2005).

7.2.7 Dermaseptinas

Las dermaseptinas son péptidos antimicrobianos aislados inicialmente
de la piel de rana (Phyllomedusa sauvagei) que presentan a nivel quimico
entre 28 a 34 aminoacidos y una estructura anfipatica de tipo alfa
hélice (cuando se encuentran en solventes polares ). En la actualidad,
se han descrito mas de 8 familias cercanas de estos péptidos con una
importante molécula de triptéfano altamente conservada en la region 3
y la cual presenta una region cationica a causa de algunos residuos de
lisina. Esto lo ha posicionado como un compuesto con caracteristicas
hidrofébicas e hidrofilicas haciendolo ideal para ser utilizado como
antimicrobiano (Bergaoui et al., 2013). Usualmente estas moléculas han
reportado ser de caracter litico en algunos estudios previos en contra de
bacterias, protozoarios y hongos (Bergaoui et al., 2013). Su mecanismo
de accion esta fundado en la interaccion de su estructura en forma de
alfa hélice con los fosfolipidos de membrana que le permiten causar
una infiltracion letal en la célula (Bergaoui et al., 2013).

Algunos derivados de la dermaseptina 4 (S4) han sido empleados
contra especies de Chlamydia y ha corroborado su alto potencial
para ser usados como sustancias antimicrobianas con la problematica
de que por sus caracteristicas bioquimicas, presenta altos niveles de
citotoxicidad. Sin embargo, en el estudio evaluado se demuestra que
intercambiar el nGmero de péptidos que se presenta esta molécula con
carga positiva, puede hacer de ella menos citotoxica, demostrando
niveles altos de inhibicién en concentraciones cercanas a los 25ug/mL
(Bergaoui et al., 2013; Brown et al., 2016).
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8. Desarrollo de vacunas y posibles blancos
antigénicos de Chlamydia

La Chlamydia al ser una bacteria intracelular obligada, tiene varios
mecanismos de defensa que evitan que pueda ser detectada por el sistema
inmune del hospedero por lo que, han sido ampliamente documentados
(Redgrove y Mclaughlin, 2014; Vasilevsky, Greub, Nardelli-Haefliger,
y Baud, 2014; Wong, Chambers, Gupta, y Arulanandam, 2019). Uno
de ellos es la replicacion en una inclusion intracelular debido a que,
esta caracteriza hace que sea mas dificil la deteccion antigénica por
parte del sistema inmune. Otro mecanismo conocido se encuentra
durante el ciclo intracelular de replicacion que confiere proteccion a la
bacteria durante el proceso de multiplicacion celulary, se ha descubierto
recientemente que posee varios mecanismos moleculares relacionados
con la evasion de la respuesta inmune, haciendola inmunolégicamente
mas resistente (Wong et al., 2019).

Naturalmente, al poseer un ciclo de reproduccién trifasico la bacteria
puede mantenerse en estadios como los cuerpos elementales, que
pueden sobrevivir al estrés osmético extracelular gracias a la produccion
de complejos proteicos evitando la activacion de rutas metabdlicas
lisosomales. Ademas, pueden transformarse en cuerpos aberrantes, que
le permiten resistir factores externos asociados a la falta de condiciones
necesarias para la replicacion y, estadios como los cuerpos reticulados
(se obtienen al reducir la union de puentes disulfuro) que aumentan
la dificultad para encontrar blancos antigénicos especificos capaces
de ser reconocidos de manera eficiente por el sistema inmune. Por
otra parte, estos cuerpos reticulados al ser metabdlicamente activos,
utilizan los mecanismos de produccion energética contenidos en la
célula infectada. Por lo que, tienen la capacidad de producir energia 'y
de alimentarse gracias a la capacidad de usar los propios nutrientes de
la célula, llevandola hacia un tipo de secuestro o arresto por inhibicion,
aumentando las reservas energéticas y disminuyendo la viabilidad celular
(Bergan, 2018; Wong et al., 2019).
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La proteina mayor de membrana externa (MOMP) ha sido considera
como uno de los candidatos antigenos mas prometedores para ser
usados como blanco antigénico, como consecuencia de su abundante
presencia al interior de la bacteria y debido a que, al tener una funcién
de adhesina (gracias a que se puede unir a sustancias como el hepa-
ran-sulfato del huésped) es considerada como una de las principales
proteinas de unién y de ingreso a la célula (presente en cuerpos
elementales especificamente), Gtil para el desarrollo de vacunas (Pal
y Follmann, 2019; Vasilevsky, Stojanov, Greub, y Baud, 2016). Otras
proteinas de membrana presentes en el complejo antigénico de la
membrana externa como el complejo B (OmcB) y el canal regulador de
conductancia transmembrana de fibrosis quistica (CFTCR por sus siglas
en inglés) son proteinas que ademas de estar implicadas en procesos
de unién a la célula antes de la formacion de la inclusion, también han
sido considerados como antigenos potenciales para el desarrollo de
vacunas (Maza, Pal, Olsen, y Follmann, 2020; Murthy, Li, Guentzel,
Zhong, y Arulanandam, 2011). Se requiere que estos antigenos, no
solo provean al huésped de la induccion de una inmunidad natural,
sino quepuedan perdurar a través del tiempo y puedan ser altamente
especificos para el reconcomiendo de la bacteria. Incluso cuando se
encuentre en cualquiera de los estadios que presenta por lo que, no
ha sido tarea facil (Maza et al., 2020).

Algunos de los estudios realizados anteriormente han sugerido que,
mas alla de la produccién de anticuerpos especificos neutralizantes
que puedan evitar la entrada de la bacteria a la célula huésped, se
requiere que estos puedan ser altamente inductores de la inmunidad
mediada por células T CD4+ y que pueden favorecer la producciéon de
INF- . A causa de que, estos son los compuestos mas prometedores
para contrarrestar naturalmente la infecciéon por Chlamydia (Finco
et al, 2011). Los antigenos que puedan mejorar la produccion de
estos compuestos inmunogénicos han sido probados en el modelo de
ratén y han ofrecido buenos resultados para evitar la propagacion de
la infeccion (Finco et al., 2011).
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Uno de los retos al momento de desarrollar una vacuna frente algu-
nos géneros de la Chlamydia se centra en la dificultad existente para
encontrar regiones genéticamente estables que puedan ser blancos
viables para una vacuna. Ademas, determinar las caracteristicas de
una respuestas inmune protectora puede ser otro de los obstaculos al
momento de realizar y comprobar los ensayos clinicos, que permitirian
encontrar un tratamiento antigénico apropiado (Timms y Hafner, 2015).
Por ello, se han propuesto varios modelos de vacunas que puedan ser
utilizados para disminuir la infeccion por Chlamydia, dependiendo de
los mecanismos de fabricacion de cada tecnologia.

9. Tipos de vacunas propuestas y su aplicacion
en contra de Chlamydia

Los primeros prototipos de vacunas contra Chlamydia comenzaron a
fabricarse a inicios de los setenta, frente a la enfermedad de tracoma.
Dado que, se presentaba con mayor incidencia en las poblaciones
en condiciones precarias y con alta pobreza. La principal fuente de
estimulacién antigénica consistia en el uso de toda la bacteria con la
particularidad de que se utiliza el microorganismo vivo (vacunas vivas),
sin embargo; empezaron a encontrarse algunos problemas debido a que,
no proporcionaba una inmunidad duradera (ya que solo permanecia un
par de semanas) y en algunos casos llegaba a generar hipersensibilidad
cuando se aplicaba en los nifos (Bergan, 2018; Grayston y Wang, 1978;
Phillips, Quigley, y Timms, 2019; Shewen, Povey, y Wilson, 1980; Stagg,
1998). Las vacunas realizadas a partir de microorganismos completamente
vivos tiene la ventaja de que contiene todos los antigenos presentes
de la bacteria (lo que mejora la respuesta inmunitaria), pero presenta
dificultades al momento del almacenamiento (grados centigrados bajo
cero). Sin embargo, el uso de cepas a virulentas podrian llegar a generar
la reduccion de la infeccion en los pacientes que eran inoculados con
el biolégico (Igietseme y Black, 2013).
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En anos posteriores al uso de vacunas con base en el uso de microor-
ganismos, otras tecnologias como el uso de cepas como Chlamydia
muridarum y Chlamydia trachomatis con presencia de un plasmido
atenuado, fueron utilizadas como componente antigénico para el
desarrollo de un vacuna efectiva, no obstante, su aplicacion en el
modelo de raton con presencia de infeccion genital fue poco efectiva,
sin embargo, infecciones relacionadas con la parte ocular demostraron
una mejor respuesta frente a la aplicacion de la vacuna (Bergan, 2018;
Igietseme y Black, 2013). Estas estrategias suponian en aquel momento,
una metodologia funcional para el desarrollo de vacunas que pudieran
contrarrestar los efectos de la infeccién que pudieran causar patologias
oculares y/o genitales.

Con el desarrollo de otras tecnologias de extraccion de proteinas y
con la comprension de la estructura conformacional de la morfologia
del género Chlamydia, se propone como metodologia de inmunizacion
el uso de antigenos especificos de la bacteria purificados que pudiesen
facilitar la respuesta inmunitaria. Estas vacunas son mas seguras y
estables gracias a que, no contienen ningdn tipo de factor de virulencia
la cual pueda afectar al huésped directamente, ademas son incapaces
de causar infeccion cuando son aplicadas al paciente (Yu, Karuna
P, Xiaozhou, y Bruham, 2016). Al ser la proteina MOMP uno de los
mayores componentes de la membrana externa, siendo una de las
proteinas mas estudiadas en este microorganismo, ha sido empleada
como candidata para la creacién de una vacuna gracias a la posibilidad
de modificar, purificar y de mejorar su efectividad al hacer uso de
adyuvantes que no solo llegan a mejorar la respuesta inmunitaria, sino
que también presentan una alta capacidad para reducir la infeccién con
Chlamydia (Conlan, Ferris, Clarke, y Ward, 1990). En algunos estudios,
se ha comprado que esta metodologia induce la activacién inmunitaria
mediada por una respuesta de celular de clase Th1. Dicha respuesta es
clave en el tratamiento de la infeccion por Chlamydia y se demostrado
que puede ayudar en los casos en los que la infeccion se manifiesta
en puntos especificos, como en el caso de 6rganos sexuales (Conlan
et al, 1990; Kari et al.,, 2009). Los retos encontrados en vacunas
basadas en estas tecnologias radican principalmente en el precio,

178



Capitulo IV - Chlamydia trachomatis: un microorganismo con avances en
tratamientos, diseno de vacunas e investigaciones relevantes para el ambito médico

la purificacion, reestructuracion y extraccion de estas proteinas que
son poco conocidas y aun los métodos no han sido estandarizados
completamente (Bergan, 2018).

Otras tecnologias relacionadas con el uso de organismos transgé-
nicos han favorecido el desarrollo de metodologias para la creacion
de una vacuna potencial en contra la Chlamydia (Rose et al., 2018).
La clonacion molecular permite aprovechar la maquinaria celular con
la finalidad de producir una gran cantidad de proteinas, dentro de las
que se encuentras aquellas que son parte de la bacteria, y que puedan
tener una alta capacidad antigénica para ser usadas como potenciales
vacunos (Rose et al., 2018). La reestructuracion de proteinas sigue
siendo un desafio hasta los dias de hoy, sin embargo, el uso de vectores
basados en sistemas vegetales, en conjunto con el aprovechamiento
de la biotecnologia vegetal, han demostrado ser eficaces para producir
configuraciones variables de la proteina MOMP (proteinas recombi-
nantes) con alto potencial para ser usados como vacunas, en algunos
realizados con plantulas de Arabidopsis thaliana y Daucus carota
(zanahoria) (Kalbina et al., 2011).

Las tecnologias basadas en el uso de plasmidos que contengan
regiones especificas para la codificacion de proteinas presentan
varias ventajas de interés para ser usadas en el desarrollo de vacunas
potenciales contra Chlamydia (Pal et al., 1999; L. Wang et al., 2017)
(Tabla 3). Los plasmidos basados en ADN pueden utilizarse gracias a
que son faciles de manipular y rapidos de purificar por lo que, pueden
codificar para multiples epitopos con configuraciones tridimensionales
(L. Wang et al., 2017). Las vacunas basadas en tecnologias de ADN
evitan la preocupacion de que se puedan generar reversiones hacia
formas de virulencia. Tambien los anticuerpos anti ADN que pueden ser
inducidos por medio de inoculacion como molécula antigénica, no han
demostrado tener cambios en los marcadores clinicos de autoinmunidad
(Bergan, 2018). Sin embargo, el uso de estas tecnologias basadas en
ADN vy plasmidos han sido poco estudias en humanos y se considera
una tecnologia abandonada, debido a la dificultad que presenta en la
transferencia adecuada ADN y su concentracion optima, dado que en
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algunos casos suelen obtenerse bajos resultados de inmunidad (Bergan,
2018). En la Tabla 3 se describen algunos de los principales estudios
realizados con potenciales vacunas y sus principales beneficios durante
los ensayos clinicos.

Tabla 3. Estudios realizados con tecnologias usadas como
candidatos para vacunacion en contra de Chlamydia spp.

Tecnologia 'Molecula'o Modelo | Adyuvantes Beneficios Referencias
microorganismo

ADN MOMP Porcinos | GM-CSF Inmunidad (Schautteet
contra et al, 2012).

Enterotoxina | C.trachomatis.
E.coli

(subunidad A

y B)

Plasmidos en | epitopes MOMP | Ratones | N/A Proteccion (Xu et al.,

VPH contra infec- 2011).
cion vaginal y
estimulacion
Th1.

ADN MOMP Ratones | N/A Proteccion (D. ). Zhang
inmunogé- et al., 2000).
nica.

Proteinas CPAF Ratones | N/A Mejora la (Murthy
recombinantes respuesta et al, 2011).
OmcB-CT521 celular Th.

Subunidad MOMP Ratones | Adyuvante de | Reducciéon de | (Pal, Davis,

proteica Freud. la infeccion Peterson, y
genital. De la Maza,

2002).
Subunidad MOMP Ratones | Complejo Mejora la (Igietseme
proteica inmune respuesta y Murdin,
estimulante de Th1y 2000).
basado en disminuye
saponinas. infeccion
vaginal
luego de una
semana.
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Tecnologia .Molecula. 0 Modelo | Adyuvantes Beneficios Referencias
microorganismo
Subunidad MOMP Ratones | Toxina coléri- | Inducen (Cheng
Proteica ca (sub-B) una robusta et al., 2009).
produccion de
CPG-CpG anticuerpos
y respuesta
Montanida medida por
ISA 720. células T.
Vacunas con C. trachomatis Ninos Fijacion con Proteccion (Grayston
organismos taiwane- | formalina. parcial por al |y Wang,
vivos ses menos 3 anos. | 1978).
Vacunas con TRIC/WAG/ Ninos Aceite Proteccion (Sowa,
organismos MRC-187/0T mineral. en contrade | Sowa, Co-
vivos Gambia- tracoma al llier, y Blyth,
nos menos duran- | 1969).
te 6 meses.

Recientemente en 2022 encontraron en el CT584 un gen candidato
que codifica para el sistema de secrecion tipo Il de Chlamydia, pudiendo
ser utilizado con éxito para inducir de manera especifica la modulacion
de la respuesta hacia la produccién de anticuerpos de tipo IgG contra
Chlamydia (Webster et al., 2022). Esta estrategia se basa en el uso de
particulas similares a virus derivadas de bacteriéfagos QP (VLPs) las cuales
fueron usadas como vehiculos para ser ensayadas en modelo de raton
in vivo (Webster et al., 2022). Aunque se obtuvo una buena respuesta
por parte de los sujetos de prueba, la produccion de anticuerpos fue
de baja concentracion por lo que, los autores discuten la posibilidad
de combinarlo con otras estrategias para hacer mas eficiente el sistema
(Webster et al., 2022).

Una de las problematicas mas comunes en el desarrollo de vacunas
se encuentra en el uso de organismos completos o atenuados, debido
a los problemas de seguridad que se puedan presentar para la persona
que es inoculada con el biolégica. Sin embargo, el enfoque del desarrollo
de vacunas, especificamente capaces de contrarrestar los efectos de
la infeccion por Chlamydia, han direccionado la investigacion hacia el
desarrollo de vacunas basadas en subunidades proteicas inocuas, a
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causa de su alto potencial inmunolégico y efectividad (Bergan, 2018).
Para ello, muchas de las proteinas desarrolladas a la fecha requieren
de sustancias que puedan potenciar la respuesta inmunoldgica y
mantengan la viabilidad de la molécula que presenta el mayor efecto
inmunogénico, para lograrlo estas subunidades proteinas generalmente
son aplicadas en conjunto con sustancias conocidas como adyuvantes
que pueden activar células efectores innatas e inducir la produccion
de citoquinas de tipo 1, con la finalidad de mejorar la presentacion
antigénica e inducir la proteccion mediada por la respuesta celular y
humoral (Yu, Karunakaran, Jiang, y Brunham, 2014). A pesar de ello,
existe en la actualidad un ndmero muy limitado de adyuvantes que
pueden llegar a usarse para el desarrollo de vacunas de manera exitosa
(Bergan, 2018).

Los adyuvantes mas usados llegan funcionar como sistemas de
distribucién antigénica incluyen el desarrollo de complejos inmunes
estimulantes (ISCOMs por sus siglas en inglés) particulas similares a
virus, nanoparticulas, emulsiones, liposomas, fosfato de calcio, tirosina
y aluminio. Aunque, solo aquellos que puedan estimular la respuesta
celular mediada por Th1, son los que mayor efectividad han presentado
para ser usados en conjunto con otras subunidades proteicas para la
vacunacion especifica contra Chlamydia. Por lo que, la respuesta celular
permite inducida, permite una mejor modulacién de la inmunidad
(Igietseme, Eko, y Black, 2011). Algunos adyuvantes derivados de
plantas como la inulina'y la saponina han demostrado tener una amplia
habilidad para mejorar la respuesta inmune e inducir la activacion de la
protecciéon mediada por respuestas de proteccion tipo 1 (Bergan, 2018;
Igietseme et al., 2011). Otros candidatos llegan extraerse a partir de
bacterias o virus e incluso se han logrado sintetizar algunos adyuvantes
que pueden imitar la produccion de una importante respuesta inmune,
debido a su parecido con otras moléculas encontradas en la naturaleza
provenientes de otros organismos (Igietseme et al.,, 2011). Por ello,
es importante realizar mas investigaciones que puedan profundizar
sobre el desarrollo de adyuvantes y su posible aplicacion en el diseno
de vacunas realizadas a partir de epitopes antigénicos.
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Por dltimo, cabe resaltar que para poder obtener una inmunidad y
una proteccion ideal a partir del uso de vacunas, estas deben inducir la
activacion de la inmunidad humoral y celular de la mucosa. Debido a
que, esta es la via de entrada mas comun de la bacteria por lo que, se
ha propuesto como ruta de vacunacion ideal, el direccionamiento de los
tratamientos hacia la induccion de la respuesta inmune usando como
blanco los sitios aledanos a la musca genital. A causa de que, algunos
estudios sugieren que dicha induccion puede favorecer la proteccion
inmunogénica mejorando su eficiencia gracias a la correcta inmunizacion
de las células mucoides en contra de patégenos con tropismo especifico
por esta clase de tejidos, estos deben estar acompanados preferiblemente
por vehiculos o moléculas como los adyuvantes que puedan favorecer
la respuesta de la inmunidad enfocandose especificamente hacia una
respuesta efectora mediada por la activacion celular de Th1, que es la
principal en contrarrestar los efectos por la infeccion por Chlamydia
(Bergan, 2018; Pal et al., 1999).

10. Conclusionesy perspectivas

Existen varias estrategias en la actualidad las cuales estan siendo
disenadas para aumentar la cantidad de tratamientos contra la infeccién
por la Chlamydia como consecuencia de su dificil diagnoéstico. Gran
cantidad de casos asintomaticos y problemas que existen en los registros
epidemiologicos hacen de esta enfermedad compleja de detectar en las
primeras fases de la infeccion, debido a los mecanismos que la bacteria
presenta para evadir la respuesta inmune. Por lo que, el diseno de nuevos
antimicrobianos, mecanismos de accion eficaces que puedan afectar
el ciclo de la bacteria y la busqueda de una vacuna eficaz que pueda
aumentar la proteccion natural de la respuesta humoral y celular son
necesarias para contrarrestar los 131 millones de casos anuales que se
presentan a nivel mundial, los cuales hacen que tanto hombres como
mujeres se vean expuestos.

El uso de metabolitos secundarios provenientes de plantas, hongos,
bacterias, insectos, etc, son la clave para encontrar alternativas al
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tratamiento convencional, que en algunos casos ha presentado fallas en
la practica médica a causa de los mecanismo que la bacteria presenta
para evadir la accion antimicrobiana y los cuales aiin no estan muy
esclarecidos. Aunque, los medicamentos ain son eficaces para dismi-
nuir la infeccion. Ademas, el desarrollo de péptidos antimicrobianos
especificos capaces de penetrar la bacteria de manera intracelular
favorece el desarrollo de sustancias con potencial antimicrobiano. Las
cuales pueden evitar la infeccion con la Chlamydia que, puede llegar a
ser un factor predisponente para la infeccion con otras enfermedades
de transmision sexual. Por lo que, se necesitan mas estudios que
complemente la busque de alternativas con funcion bactericida y
bacteriostatica.

Finalmente, el desarrollo de vacuna adin es un reto complicado debido
a que, es dificil encontrar una vacuna eficaz a consecuencia del ciclo
de reproduccion que presenta la bacteria que genera un retraso en
el reconocimiento oportuno de patrones moleculares antigénicos de
la misma, afectando la correcta activacion temprana de la respuesta
inmune (comprobado en modelos in vitro e in vivo). Por lo que, el uso
de sustancias que mejoren la actividad celular mediada por Th1 a partir
del uso de compuestos como las subunidades proteicas y los adyuvantes
para el diseno de vacunas, podria llegar a mejorar el diseno actual y
permitir el desarrollo de una vacuna que evite la infeccién principalmente
en paises subdesarrollados o de bajos recursos. Ademas, se requiere
disenar otras alternativas que puedan evitar la entrada de la bacteria
a la célula, ya que la mayoria de tecnologias se centran en antigenos
especificos encontrados en la membrana celular, pero es importante
tener encuentra que la variabilidad de la bacteria en cada estadio que
presenta (cuerpos elementales, cuerpos reticulados, cuerpos aberran-
tes) puede afectar la creacion de una inmunidad de memoria. Dado
que, la transformacion presentada en cada estadio puede dificultar el
reconcomiendo de patrones especificos por las células de la mucosa, y
por esta razén, aun no se ha disenado de manera completa una vacuna
que presenta alta especificidad y sensibilidad.
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El libro Chlamydia spp.: aspectos generales; ciclo de vida;
tratamientos y diagndstico, nacidé como un proyecto de
investigacion de cuatro jovenes talento y dos docentes

que se encontraban estudiando en una poblacion
colombiana la prevalencia de Chlamydia trachomatis, un
microorganismo de desarrollo asintomatico en mas del
50% de la poblacidon, pero con desenlaces perjudiciales
para la salud. En el curso del proyecto nacié la idea de
hacer una revisién sistematica del género Chlamydia
spp. Yy sus distintas especies, que permitiera entender y
ensenar a la comunidad participante la complejidad de
esta bacteria y trasmitir lo aprendido a la comunidad
cientifica. La revision fue tomando distintas formas y
enfoques hasta llegar a organizarlo como un texto de
cuatro capitulos que describen las principales
caracteristicas del género Chlamydia spp, enfocdndose

particularmente en C. trachomatis. ‘
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