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DESCRIPCIÓN 
 

Método para la detección de Chlamydia trachomatis y un kit para el mismo 
 
La presente invención se refiere a un método para la detección de Chlamydia trachomatis y a un kit para el mismo. 5 
 
Chlamydia trachomatis es uno de los patógenos de uretritis no gonocócica que contiene un plásmido críptico [M. 
Commanducci et al., MoI. Microbiol., 2, n.º 4 (1998), págs. 531-538]. Se conoce un método para detectar Chlamydia 
trachomatis, un método para amplificar una secuencia parcial del plásmido críptico mediante un procedimiento de 
amplificación génica (documentos JP 2719225 y JP 3127135). 10 
 
Se ha descrito un ensayo de amplificación para Chlamydia trachomatis, que usa desplazamiento de cadena térmico 
(documento EP 915170). Se ha descrito un ensayo de detección basado en la fluorescencia que usa una sonda 
detectora (documento EP 915173). Se ha descrito un ensayo para la detección de infección por Chlamydia 
trachomatis, basado en polipéptidos que comprenden un antígeno de Chlamydia trachomatis (documento WO 01-15 
4074). Se ha descrito un método para llevar a cabo una detección por PCR de Chlamydia trachomatis (documento 
EP 1598431). Se ha descrito un método de amplificación de ADN y un kit para el mismo, basado en la tecnología de 
amplificación por PCR (documento EP 1602734). 
 
Se ha encontrado que surgen problemas con la observación y/o detección de Chlamydia trachomatis en 20 
determinadas condiciones. Un artículo de Söderblom et al. (Euro Surveill. 7 de diciembre de 2006; 11 (12)): 
E061207.1) titulado “Impact of a genetic variant of Chlamydia trachomatis on national detection rates in Sweden” 
informa de que parte de las infecciones de transmisión sexual por Chlamydia trachomatis no pudieron observarse en 
Suecia mediante las pruebas de laboratorio convencionales producidas por Abbott y Roche, y de que no se 
observaron bacterias Chlamydia con una variación en la región genética a la que se habían dirigido los cebadores. 25 
 
Por lo tanto, hay una necesidad de alternativas a las pruebas convencionales mediante la cual, por ejemplo, puedan 
observarse de hecho tales variantes genéticas de Chlamydia trachomatis. 
 
El objetivo de la presente invención es por tanto proporcionar un método para la detección rápida de Chlamydia 30 
trachomatis, que tenga una buena sensibilidad y especificidad, y un kit para el mismo. 
 
El objetivo de la invención se consigue mediante un método para la detección de Chlamydia trachomatis, 
comprendiendo el método la realización de una amplificación de ADN que implica el uso de un par de cebadores 
mediante el empleo de ADN derivado a partir de una muestra como molde, y la detección de un producto de 35 
amplificación, caracterizado porque el par de cebadores empleado para la amplificación de ADN se diseña 
basándose en las secuencias de nucleótidos de las regiones que corresponden a los números de nucleótidos de 
4261 a 4320 y de 4351 a 4391 en la secuencia de nucleótidos de SEQ ID No. 1 (es decir están en la región ORF3 
del plásmido críptico mencionado anteriormente, como conoce bien el experto en la técnica). 
 40 
Los inventores han encontrado que cuando se lleva a cabo una amplificación de ADN, tal como por ejemplo PCR 
(siempre que se menciona PCR en el contexto de la presente solicitud, el significado pretendido es el de 
amplificación de ADN, de la que PCR es una realización) con cebadores que se diseñan basándose en tales 
regiones específicas en el plásmido críptico de Chlamydia trachomatis, puede observarse rápidamente Chlamydia 
trachomatis, y también pueden observarse por ejemplo las variantes conocidas de Chlamydia trachomatis, tales 45 
como las encontradas por ejemplo en Suecia. Otro método de amplificación de ADN adecuado para la determinación 
de patógenos se describe en el documento WO 2005/060725 y se incorpora en el presente documento como 
referencia. 
 
El par de cebadores para la amplificación de ADN, tal como PCR, se diseña preferiblemente basándose en las 50 
secuencias de nucleótidos de las regiones que corresponden a los números de nucleótidos de 4261 a 4320 y de 
4351 a 4391, más preferiblemente a los números de nucleótidos de 4291 a 4320 y 4355-4385 y lo más 
preferiblemente a los números de nucleótidos de 4296 a 4318 y de 4361 a 4382 de SEQ ID No. 1. 
 
Se ha encontrado que los resultados mejoran a medida que aumenta la preferencia para las regiones de nucleótidos 55 
basándose en los cuales se diseñan los cebadores independientes para el par de cebadores. Dicho de otro modo, la 
preferencia dada anteriormente se basa en los mejores resultados obtenidos con el par de cebadores en las 
regiones preferidas especificadas. 
 
Dicho de otro modo, el par de cebadores con la mayor preferencia se diseña basándose en las secuencias de 60 
nucleótidos de las regiones en SEQ ID No. 1: GGATT GACTCCGACA ACGTATTC y TGCCCTTTCT 
AATGGCAATGAT, que corresponden respectivamente a la región de 4296 a 4318 y de 4361 y de 4382 en SEQ ID 
No. 1. Un primer cebador se dirige preferiblemente a toda la región GGATT GACTCCGACA ACGTATTC, y el 
segundo cebador del par de cebadores se dirige a toda la región TGCCCTTTCT AATGGCAATGAT. El experto en la 
técnica comprenderá que las otras regiones descritas anteriormente pueden establecerse basándose en lo que se 65 
ha dicho anteriormente. 
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El experto en la técnica comprenderá que el ADN derivado de una muestra significa el ADN que está aislado o se 
obtiene a partir de un organismo, tal como una persona, que va a someterse a prueba, pero también incluye copias, 
replicados y formas procesadas de tal ADN, obtenidas por ejemplo mediante síntesis química o PCR, partiendo del 
ADN original aislado del organismo. 5 
 
La muestra usada no se somete a limitaciones particulares, siempre que contenga o pueda contener Chlamydia 
trachomatis. Ejemplos de esta comprenden orina, raspado uretral (conducto urinario), frotis de cuello uterino, etc. El 
ADN puede extraerse a partir de estas muestras mediante el método conocido por el experto en la técnica, mediante 
el cual puede prepararse ADN, incluyendo ADN del plásmido críptico de Chlamydia trachomatis. Se prefiere 10 
particularmente emplear el kit de preparación de ADN de CT COBAS de Roche, porque se ha encontrado que 
proporciona resultados particularmente ventajosos. Será obvio para el experto en la técnica que el ADN puede ser o 
bien ADN puro aislado o bien ADN que está presente en un lisado sin procesar.  
 
Poe tanto, los pares de cebadores que pueden emplearse en la invención pueden elegirse en las regiones descritas 15 
anteriormente y en particular de tal manera que la región de nucleótidos puede amplificarse/replicarse entre las dos 
regiones 
 
El par de cebadores usado en la presente invención se diseña basándose en una secuencia de nucleótidos de la 
región que corresponde a los números de nucleótidos de 4261 a 4320, preferiblemente de 4291 a 4320 y más 20 
preferiblemente de 4296 a 4318 (primera región) y de 4351 a 4391, preferiblemente 4355-4385 y más 
preferiblemente de 4361 a 4382 (segunda región), tal como se mencionó anteriormente y en SEQ ID No. 1, de modo 
que la secuencia de nucleótidos puede amplificarse (replicarse) entre estas dos regiones con la ayuda del par de 
cebadores. 
 25 
Según la invención, la longitud de los cebadores es por ejemplo de entre 10 y 40 nucleótidos. Además, la posición 
de cada región y la longitud de los cebadores se eligen preferiblemente de modo que el valor de Tm del cebador en 
cuestión y el molde de ADN correspondiente se encuentra entre 50 y 70ºC, y por tanto la temperatura de hibridación 
usada en PCR puede fijarse a un valor relativamente alto. El valor de Tm usado aquí es un valor que se calcula 
mediante el análisis del par de bases vecino más cercano. Los cebadores pueden tener básicamente el mismo valor 30 
de Tm. 
 
El experto en la técnica comprenderá que el término “diseñado basándose en” significa que, con las estipulaciones 
especificadas para el cebador, tales como el valor de Tm y la longitud del cebador, que se describen en el presente 
documento, el cebador se diseña de modo que puede ser complementario a la secuencia o bien en la cadena 35 
sentido o bien en la cadena antisentido de la secuencia de nucleótidos de las regiones según la invención descritas 
anteriormente y de manera especial en las reivindicaciones. Por tanto, el diseño comienza con la secuencia a la que 
tiene que unirse el cebador, y con las estipulaciones y en el contexto de la presente invención, el cebador puede ser 
complementario a la secuencia a la que tiene que unirse. 
 40 
PCR es el método de detección según la presente invención, y puede llevarse a cabo según el método de PCR 
normal, siempre que se use como molde el ADN obtenido a partir de la muestra, y que se use un conjunto de 
cebadores específicos según la invención. En particular, se emplea PCR en tiempo real en el método según la 
invención (ensayo TaqMan, véase el ejemplo), porque éste ha dado resultados particularmente buenos. 
 45 
El par de cebadores puede diseñarse de tal manera que puede replicarse (amplificación) la secuencia de nucleótidos 
entre las dos regiones (es decir la región entre la ubicación en la que se unirá un primer cebador en las condiciones 
de PCR y la ubicación en la que se unirá un segundo cebador en las condiciones de PCR). Esto significa que un 
cebador puede ser un cebador sentido, y el otro puede ser un cebador antisentido. 
 50 
La secuencia de nucleótidos reproducidas en SEQ ID No. 1 se deriva del plásmido críptico de Chlamydia 
trachomatis (cepa L2), depositado en el GeneBank con el número de registro X07547, basándose en la publicación 
de Commanducci (véase anteriormente), y reproducida en la solicitud de patente holandesa número 103345, que es 
el documento de prioridad para la presente solicitud y que se incluye en el presente documento como referencia. El 
experto en la técnica comprenderá que una PCR llevada a cabo con un par de cebadores según la invención podrá 55 
conducir a la replicación del ADN en este plásmido cíclico. Ya que el plásmido críptico es un plásmido cíclico, tiene 
dos secuencias de nucleótidos entre las dos regiones basándose en las cuales se diseña el par de cebadores. Sin 
embargo, los cebadores se diseñan habitualmente de tal manera que pueda replicarse (amplificación) la secuencia 
de nucleótidos más corta. 
 60 
Los ejemplos de los pares de cebadores preferidos según la presente invención comprenden una combinación de 
pares de cebadores que se diseñan basándose en una secuencia de nucleótidos de una región que corresponde a 
los números de nucleótidos de 3654 a 4320, preferiblemente de 4261 a 4320, más preferiblemente de 4291 a 4320 y 
lo más preferiblemente de 4296 a 4318 (primera región) y basándose en una secuencia de nucleótidos de una 
región que corresponde a los números de nucleótidos 4355-4385 y preferiblemente de 4361 a 4382 (segunda 65 
región). 
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Otro ejemplo preferido de los pares de cebadores según la presente invención implica una combinación de pares de 
cebadores diseñados basándose en una secuencia de nucleótidos de una región que corresponde a los números de 
nucleótidos de 4291 a 4320, preferiblemente de 4296 a 4318 (primera región) y una secuencia de nucleótidos de 
una región que corresponde a los números de nucleótidos de 4351 a 4391, preferiblemente de 4355 a 4385, más 5 
preferiblemente de 4361 a 4382 (segunda región). 
 
El diseño de la secuencia de nucleótidos del par de cebadores es obvio para el experto en la técnica si conoce las 
secuencias correspondientes en SEQ ID No. 1, dadas a conocer en esta invención. La SEQ ID No. 1 es una de las 
cadenas de ADN del plásmido críptico bicatenario. Esta cadena se denomina en el presente documento cadena 10 
sentido. La cadena contraria, que es complementaria a esta cadena sentido, se denomina en el presente documento 
cadena antisentido. En cuanto a la amplificación, por ejemplo con ayuda de PCR, el experto en la técnica sabrá que 
debe basar la secuencia del cebador del par de cebadores que va a usarse en la secuencia descrita anteriormente, 
que corresponde a la secuencia de la cadena sentido del plásmido críptico (el denominado cebador “directo”). 
Basará la secuencia del otro cebador del par de cebadores en la secuencia de la cadena antisentido, denominado 15 
cebador “inverso”.  
 
Las secuencias de los cebadores en cuestión se eligen preferiblemente de modo que la amplificación completada 
conduce a un producto de amplificación que es específico para la secuencia del plásmido críptico prevista que va a 
amplificarse. Por tanto, no es necesario que la secuencia de los cebadores seleccionados sea completamente 20 
idéntica a dicha secuencia en SEQ ID No. 1 descrita anteriormente (ni tampoco se necesita que sea completamente 
complementaria a la misma). Los apareamientos erróneos son aceptables, siempre que se mantenga la 
especificidad de la amplificación. Preferiblemente, la secuencia de los cebadores concuerda completamente con la 
definida por SEQ ID No. 1 (o con la secuencia que es complementaria a la misma). 
 25 
En los casos que se producen en la práctica en los que la especificidad es relevante, por ejemplo cuando puede 
esperarse polimorfismo en el ADN que va a amplificarse, especialmente en sitios en el ADN en los que uno de los 
cebadores que va a usarse debe hibridarse, es preferible usar más de un cebador cuya secuencia sea 
complementaria a los diversos polimorfismos. En un conjunto de cebadores de este tipo facilitado a continuación, 
hay dos cebadores directos (que sólo difieren uno del otro en un sitio de la secuencia) y un solo cebador inverso. 30 
Esto hace posible detectar un polimorfismo en G4307A de Chlamydia trachomatis en SEQ ID No. 1, cuya posición 
está ocupada por uno de los cebadores que van a usarse según la invención. Por supuesto, también es posible en 
tal caso usar un solo cebador directo y más de un cebador inverso. Si se quiere demostrar un número de 
polimorfismos en una región en la que se hibrida un cebador, puede emplearse el mismo número de cebadores 
diferentes, siendo cada uno específico a uno de tales polimorfismos. 35 
 
El par de cebadores para la región específica mencionada anteriormente puede diseñarse con la ayuda de los 
métodos que conoce el experto en la técnica, teniendo en cuenta las condiciones de PCR. El par de cebadores 
puede diseñarse usando un programa informático. 
 40 
El par de cebadores puede diseñarse como un cebador mixto obtenido mezclando dos o más cebadores para el 
cebador sentido o el antisentido, o para ambos. Cuando se produce una mutación de nucleótido en la región para la 
que se ha diseñado el cebador, la sensibilidad de la observación/detección puede aumentarse usando un cebador 
mixto (véase también a continuación). 
 45 
Aunque las condiciones de PCR pueden determinarse según el método de PCR habitual, la temperatura de 
hibridación puede fijarse a un valor relativamente alto, debido a los pares de cebadores específicos mencionados en 
el presente documento. La temperatura de hibridación está habitualmente entre 50 y 70ºC. 
 
Otro aspecto de la invención se refiere a un kit para la detección de Chlamydia trachomatis mediante la realización 50 
de PCR en el que se usa el ADN obtenido a partir de una muestra como molde. 
 
El kit que se considera particularmente en el presente documento para la detección de Chlamydia trachomatis 
mediante PCR, que usa el ADN obtenido a partir de una muestra como molde, comprende un par de cebadores 
diseñados basándose en las secuencias de nucleótidos de las regiones que corresponden a los números de 55 
nucleótidos de 4261 a 4320 y de 4351 a 4391 en la secuencia de nucleótidos en SEQ ID No. 1. 
 
Más particularmente, se obtuvieron buenos resultados con un kit según la invención que se caracteriza porque el par 
de cebadores se diseña basándose en las secuencias de nucleótidos de las regiones que corresponden a los 
números de nucleótidos de 4261 a 4320 y de 4351 a 4391; preferiblemente a los números de nucleótidos de 4291 a 60 
4320 y 4355-4385, y lo más preferiblemente a los números de nucleótidos de 4296 a 4318 y de 4361 a 4382 de SEQ 
ID No. 1. 
 
Se obtienen resultados particularmente favorables con un kit que se caracteriza porque el par de cebadores en el kit 
se diseña basándose en las secuencias de nucleótidos de las regiones en SEQ ID No. 1: GGATT GACTCCGACA 65 
ACGTATTC (SEQ ID No. 2) y TGCCCTTTCT AATGGCAATGAT (SEQ ID No. 3). Como ya se explicó anteriormente, 
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todas las secuencias anteriores de los cebadores se reproducen basándose en la cadena sentido del plásmido 
críptico. 
 
Otro aspecto de la invención se refiere a un par de cebadores diseñados basándose en las secuencias de 
nucleótidos de las regiones que corresponden a los números de nucleótidos de 3654 a 4320 y de 4351 a 4448 en la 5 
secuencia de nucleótidos de SEQ ID No. 1, de acuerdo con el objetivo de la invención, tal como por ejemplo la 
detección de Chlamydia trachomatis. Esto significa que los pares de cebadores previstos según la invención son los 
que son adecuados para su uso para la detección de Chlamydia trachomatis. 
 
Más especialmente, los pares de cebadores según la invención se caracterizan porque se diseñan basándose en las 10 
secuencias de nucleótidos de las regiones que corresponden a los números de nucleótidos de 4261 a 4320 y de 
4351 a 4391, preferiblemente a los números de nucleótidos de 4291 a 4320 y 4355-4385, y lo más preferiblemente a 
los números de nucleótidos de 4296 a 4318 y de 4361 a 4382 de SEQ ID No. 1. 
 
En el caso más preferido, el par de cebadores se diseña basándose en las secuencias de nucleótidos de las 15 
regiones en SEQ ID No. 1: GGATT GACTCCGACA ACGTATTC (SEQ ID No. 2) y TGCCCTTTCT AATGGCAATGAT 
(SEQ ID No. 3). 
 
En una realización preferida, se usa un par de cebadores con las siguientes secuencias:  
 20 

CT directo 1 5’-GGA TTG ACT CCG ACA ACG TAT TC-3’ 
 
CT inverso 5’-ATC ATT GCC ATT AGA AAG GGC A-3’ 

 
Con respecto a su secuencia, el CT directo corresponde a los nucleótidos 4296-4318 de SEQ ID No. 1, y el CT 25 
inverso corresponde a la secuencia de nucleótidos antisentido 4361-4382 de SEQ ID No. 1.  
 
En una realización ventajosa de la invención, también se proporciona un conjunto de cebadores que comprende un 
par de cebadores según la invención, junto con un cebador complementario que difiere en un solo nucleótido de uno 
de los cebadores del par de cebadores con respecto a su secuencia. Como ya se explicó anteriormente, esto ofrece 30 
la posibilidad de demostrar uno o más polimorfismos en las regiones en el plásmido críptico con los que se hibrida 
uno de los cebadores del par de cebadores. 
 
Se prefiere incluso más añadir también un segundo cebador directo al par de cebadores con el fin de hacer posible 
detectar el polimorfismo G4307A: 35 
 

CT directo 2 5’-GGA TTG ACT CCA ACA ACG TAT TC-3’ 
 
Otro aspecto de la invención se refiere a una sonda de hibridación que puede hibridarse en la región replicada con la 
ayuda del par de cebadores según la invención. La sonda de hibridación contiene preferiblemente un oligonucleótido 40 
que se diseña basándose en la secuencia de nucleótidos de la región que corresponde a los números de nucleótidos 
de 4320 a 4355, diseñándose preferiblemente la sonda de hibridación basándose en la secuencia de nucleótidos 
TACGTGTAGG CGGTTTAGAA AGCGGGTGT (SEQ ID No. 4). En el caso más preferido, la sonda de hibridación 
tiene como objetivo la secuencia completa descrita anteriormente y da resultados de detección excepcionalmente 
buenos. En particular, la sonda de hibridación tiene la siguiente secuencia: 45 
 

CT inverso 5’-ACA CCG CTT TCT AAA CCG CCT ACA CGT AA-3’ 
 
Una sonda de hibridación de este tipo se dota generalmente de una etiqueta para facilitar la detección. El experto en 
la técnica conoce las condiciones en las que se usa la hibridación; estas condiciones pueden ser por ejemplo las 50 
mismas que las descritas en el documento US 2006/0246447. 
 
El experto en la técnica comprenderá que la sonda de hibridación usada para la detección puede ser 
complementaria o bien a una cadena sentido o bien a una cadena antisentido. 
 55 
La longitud de cadena del oligonucleótido es normalmente de 15 a 30 nucleótidos, y su valor de Tm puede ser de 50 
a 70ºC. 
 
Cuando se usa PCR en tiempo real, la sonda de hibridación tiene preferiblemente un valor de Tm que es de 1 a 5 
grados C mayor que el valor de Tm de un cebador, de modo que la sonda puede hibridarse con la secuencia diana 60 
antes de que se hibride el cebador. La invención se explica en más detalle con la ayuda de los siguientes ejemplos y 
dibujos, en los que: 
 
La figura 1 es un gráfico que muestra el límite de detección de Chlamydia trachomatis y la muestra de referencia 
interna (IR) en la prueba de PCR en tiempo real. El ADN usado se derivó a partir de diluciones en serie de 65 
Chlamydia trachomatis con 100, 10, 1, 0,1 y 0,001 UFI/PCR. La pendiente del gráfico es de -2,9, la ordenada en el 
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origen es de 29,4 y R2 es de 0,994. El eje x del gráfico representa los valores de UFI iniciales de Chlamydia 
trachomatis, expresados como equivalentes de log UFI por reacción de PCR. El eje y representa el ciclo de umbral 
(CT). 
 
La figura 2 es un gráfico para: A) ADN aislado a partir de Chlamydia trachomatis (CT) pura, B) Chlamydia 5 
trachomatis mezclada con otra bacteria, y C) ADN mixto que no contiene ADN de Chlamydia trachomatis, todos 
realizados por duplicado. El eje x del gráfico representa el número de ciclos (número de ciclo) y el eje y representa la 
intensidad fluorescente tras la eliminación de la señal de fondo. 
 
Ejemplos 10 
 
Ejemplo 1  
 
Introducción 
 15 
Chlamydia trachomatis es una bacteria Gram negativa intracelular estricta. En la actualidad se conocen quince 
serotipos diferentes de la misma, incluyendo ocho (D-K) que causan infecciones del aparato genitourinario. La 
infección es generalmente asintomática en mujeres y las infecciones no tratadas pueden conducir a endometritis, 
salpingitis y esterilidad. Se cree que la exploración de infecciones asintomáticas reduciría la transmisión de CT y el 
desarrollo de complicaciones graves1 (los números en superíndice indican las referencias de bibliografía indicadas 20 
más adelante). Pruebas de replicación de ácido nucleico han sustituido ahora a la detección de antígeno y al cultivo 
celular para el diagnóstico de infecciones por CT. Se ha descrito un gran número de pruebas de replicación de ácido 
nucleico comerciales e internas. La mayor parte de pruebas de replicación anteriores2-8 tiene inconvenientes 
importantes, tales como procesamiento manual, sistemas abiertos, etapas independientes para replicación y análisis 
de amplicón, y sensibilidad a la contaminación. Se ha encontrado que la PCR en tiempo real es una alternativa 25 
sensible que es fácil de llevar a cabo. A pesar de las mejoras en la PCR en tiempo real, no siempre pueden 
extraerse de manera fiable las sustancias inhibidoras específicas del tipo presentes en algunas muestras clínicas de 
la muestra durante la preparación. Esta inhibición puede reconocerse mediante el uso de una referencia interna. 
Especialmente cuando se deben someterse a prueba muestras que no están aprobadas por la FDA, tales como 
frotis rectales, para detectar la presencia de trachomatis, un tipo de muestra que ha recibido mucha atención con los 30 
brotes recientes de LGV inducida por Chlamydia trachomatis entre hombres que tienen relaciones con hombres 
(MSM). Este estudio se ocupa del desarrollo y la validación de PCR en tiempo real con una referencia interna que 
tiene en cuenta tanto la inhibición como la extracción de ácido nucleico a partir de muestras clínicas. 
 
Material y métodos 35 
 
Desarrollo de PCR en tiempo real 
 
Se ha desarrollado una PCR en tiempo real (ensayo de TaqMan) dirigida al plásmido críptico de trachomatis. Se 
desarrollaron los cebadores y la sonda se desarrollaron con Primer Express 1.0 (de Opliet Biedsysteem). Se llevaron 40 
a cabo reacciones de PCR en tiempo real en un volumen de PCR de 30 µl, que contenía 1x TaqMan Mastermix (de 
Applied Biosystems), 300 nM de cada cebador, 150 nM de cada sonda y 10 µl del ADN extraído, aparte de las 
muestras que se prepararon con el kit de Roche (14 µl). Se llevaron a cabo la replicación y detección con un sistema 
de detección de secuencia ABI Prism 7000 (de Applied Biosystems) en condiciones de PCR convencional, 
estipuladas por el fabricante, usando 45 ciclos. 45 
 
Determinación de la sensibilidad 
 
Se determinó la sensibilidad llevando a cabo PCR en tiempo real en una dilución en serie de ADN descrita 
anteriormente a partir de la cepa L2 de LGV de Chlamydia trachomatis (región 10-0,001 UFI). Se compararon los 50 
resultados con la CT-PCR interna notificada anteriormente y una PCR disponible comercialmente (COBAS Amplicor 
de Roche). 
 
Determinación de la especificidad 
 55 
Se determinó la especificidad in silico, llevando a cabo una búsqueda de BLAST de todos los oligonucleótidos 
usados en este estudio. Se investigó adicionalmente la especificidad llevando a cabo una CT-PCR con diversas 
especies bacterianas, concretamente Staphylococcus aureus (ATCC 25923), Staphylococcus epidermidis (ATCC 
1228), Klebsiella pneumoniae (ATCC 13883), Candida albicans (ATCC 90028), Protheus mirabilis (ATCC 43071), 
Pseudomonas aeruginosa (ATCC 27853), Enterococcus faecium (aislado clínico), Moraxella catarrhalis (aislado 60 
clínico), Haemophilus influenza (aislado clínico), así como un panel que contenía todos los serotipos de Chlamydia 
trachomatis. 
 
Evaluación de PCR en tiempo real 
 65 
Se sometieron a prueba muestras clínicas (frotis de cuello uterino), que habían sido positivas (N = 100) y negativas 
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(N = 100) en el método de PCR COBAS de Roche, en la nueva PCR en tiempo real tras 1) el aislamiento de ADN a 
partir de las muestras originales recogidas en 2 SP con el kit de HPPTP (de Roche), y 2) el kit de preparación de 
ADN de CT COBAS (CDPK) disponible comercialmente.  
 
Validación de la referencia interna 5 
 
La referencia interna usada en este estudio fue una muestra de referencia de la invención y particularmente 
adecuada que hace posible comprobar las pruebas para determinar un buen rendimiento. Usa los mismos sitios de 
unión a cebador que el nuevo ensayo de CT en tiempo real, pero tiene una secuencia artificial como sitio de unión a 
sonda para monitorizar el aislamiento de ADN, incluyendo la lisis de las muestras. Dicho de otro modo, la referencia 10 
interna es una secuencia de ADN diana que puede observarse usando los mismos cebadores que los que se usan 
para observar la Chlamydia descrita en el presente documento, pero también puede observarse con una sonda de 
hibridación que es diferente de la usada para observar la Chlamydia descrita en el presente documento. Por 
ejemplo, puesto que el ADN al que se dirige esta sonda de hibridación diferente es diferente del usado para la 
detección de Chlamydia. Se transfirió la diana de la referencia interna al genoma de una E. coli (cepa DH5α) con la 15 
ayuda del vector suicida pBSL182. Mediante adición de cantidades conocidas de la cepa DH5α de E.coli alterada en 
las muestras clínicas, se monitoriza el aislamiento de ADN y la inhibición específica de cebador en cada 
amplificación de PCR. Se determinó la cantidad exacta de DH5α de E.coli añadida mediante el uso de una dilución 
en serie (0-20.000 ufc). Se llevó a cabo la adición de de cantidades conocidas en frotis de cuello uterino clínicos 
tanto negativos para COBAS como positivos para COBAS, antes del aislamiento de ADN con el fin de determinar la 20 
cantidad de la muestra de referencia interna necesaria para una recuperación fiable sin una disminución de la 
sensibilidad del ensayo de Chlamydia trachomatis. Se aisló ADN a partir de todas las muestras tal como se describió 
anteriormente, o bien mediante HPPTP o bien mediante CDPK. 
 
Adición de cantidades conocidas de referencia interna a muestras clínicas 25 
 
Se añadió a las muestras clínicas mencionadas anteriormente de manera conocida la cantidad óptima de IR con el 
fin de validar la referencia interna, lo que también se usa para comprobar el procedimiento de preparación de la 
muestra. 
 30 
Resultados 
 
Sensibilidad y especificidad de la nueva PCR en tiempo real 
 
Se determinó el límite inferior de detección usando diluciones en serie de una cepa L2 de LGV de Chlamydia 35 
trachomatis y analizando los resultados mediante PCR en tiempo real, tal como se describió anteriormente6. Se 
encontró que la sensibilidad era de 0,01 UFI/PCR. Esta sensibilidad es idéntica a la de PCR que no es en tiempo 
real desarrollada previamente, mientras se notificó una sensibilidad de 1 UFI para la PCR disponible comercialmente 
de Roche y para LCr de Abbott. El ensayo puede detectar todos los serotipos de Chlamydia trachomatis presentes 
en el panel. Se investigó la especificidad del ensayo de CT en tiempo real comparando las cuantificaciones de 40 
Chlamydia trachomatis pura con las de ADN a partir de Chlamydia trachomatis mezclado con ADN aislado a partir 
de otros nueve tipos de bacterias. Tal como se muestra en la figura 2, la PCR no mostró ninguna reacción cruzada 
con ADN extraño.  
 
Evaluación de PCR en tiempo real con muestras clínicas 45 
 
Se sometieron a prueba todas las muestras clínicas, que se había encontrado que eran o bien positivas (N = 100) o 
bien negativas (N = 100) en la PCR COBAS de Roche, mediante el método de PCR en tiempo real nuevo tras el 
aislamiento de ADN o bien mediante el HPPTP o bien mediante el procedimiento de CDPK: todas las muestras 
dieron los mismos resultados que el método COBAS original. 50 
 
Validación de la referencia interna 
 
Antes de la preparación de las muestras con la ayuda del kit de HPPTP o del procedimiento de CDPK, se añadieron 
a diez muestras clínicas cantidades conocidas de diversas diluciones en serie de la cepa DH5α de E.coli modificada, 55 
lo que mostró que la mejor cantidad de la muestra de referencia interna era de 200 ufc en el procedimiento de 
HPPTP y de 2000 ufc en el procedimiento de CDPK. Para determinar si la adición de IR da como resultado la misma 
sensibilidad, se sometieron a prueba las mismas diluciones en serie tras la adición de 200 ufc de IR. Tal como se 
muestra en la figura 1, el ensayo fue lineal entre 1000 y 0,01 UFI/PCR para el ensayo que incluyó la IR, lo que 
significa que 0,01 UFI/PCR siguió siendo el límite inferior de detección. 60 
 
Validación de la referencia interna en muestras clínicas 
 
Se replicaron muestras que fueron negativas para Chlamydia trachomatis y que contenían la muestra de referencia 
interna, y se calculó el promedio de los valores C1 resultantes para hallar la variación analítica en los valores para 65 
Chlamydia y para el punto de corte de inhibición. Se fijó el valor de punto de corte de inhibición a C1 = 40,1 para 
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HPPTP y a 37,1 para CDPK. Entonces se sometieron a prueba los frotis de cuello uterino para detectar infección por 
Chlamydia trachomatis, usando el ensayo que incluye IR. Si tanto la muestra de referencia interna como la muestra 
de Chlamydia eran negativas, se consideró que la muestra estaba inhibida, de modo que se examinó de nuevo (N = 
6). Si la muestra resultó ser negativa de nuevo, se consideró imposible de interpretar (N = 3). No se consideró la 
muestra de referencia interna cuando se encontró que la muestra de Chlamydia era positiva. Las muestras se 5 
consideraron negativas si Chlamydia era negativa y la muestra de referencia interna era positiva. Se confirmaron los 
resultados de la prueba COBAS originalmente positivos y negativos. 
 
Discusión 
 10 
Una de las características que son importantes para la amplificación de microorganismos en las muestras clínicas es 
la monitorización y la comprobación del procedimiento con la ayuda de referencia internas. Para un ensayo de PCR 
en tiempo real específico de patógeno, tendría que añadirse la muestra de referencia interna ideal a las muestras 
clínicas antes del tratamiento, la recuperación durante la extracción de nucleína y la replicación o bien en una PCR 
de múltiplex o bien en una competitiva con detección directa mediante sondas fluorescentes. Ninguno de los 15 
ensayos de PCR en tiempo real descritos hasta ahora7-9 tiene tal referencia interna que pueda comprobar la 
preparación de la muestra y la inhibición en la etapa en la que se detecta Chlamydia trachomatis. La mayoría de los 
otros ensayos en tiempo real usan otros microorganismos para monitorizar la extracción de ADN, siendo un ejemplo 
el herpesvirus PhHV10. Aunque este método puede monitorizar la eficacia de la preparación de ADN, no puede 
monitorizar la inhibición específica de la ubicación primaria, y puesto que estos ensayos se basan principalmente en 20 
PCR de dúplex, puede suponerse que la competencia entre los dos amplicones conduce a una sensibilidad reducida 
de los ensayos. Las diferencias entre HPPTP con sólo 200 ufc de muestra de referencia interna en comparación con 
las 2000 ufc para el procedimiento de CDPK es lo más probablemente el resultado del hecho de que el ensayo de 
HPPTP conduce a ADN puro, mientras que CDPK sólo da una preparación que es lo suficientemente limpia para el 
ensayo. Es interesante que no se encontró ninguna diferencia en la sensibilidad de diagnóstico entre los dos 25 
procedimientos, lo más probablemente porque, en una célula epitelial positiva para Chlamydia, una sola inclusión de 
Chlamydia puede contener más de 10.000 de partículas de Chlamydia, teniendo cada una aproximadamente 10 
dianas de plásmido. La referencia interna representada en este estudio puede monitorizar simultáneamente la 
eficacia de preparación de ADN y la inhibición de PCR específica de cebador en el mismo ensayo de PCR. Este 
hecho, en combinación con el kit de preparación de ADN de CT COBAS de Roche rápido y más fácil, proporciona un 30 
ensayo de Chlamydia mediante PCR en tiempo real en muy fiable, rápido y rentable que es altamente adecuado 
para el trabajo de rutina. 
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Ejemplo 2 
 10 
Tal como se describió anteriormente, se encontró que se producen problemas con la observación de Chlamydia 
trachomatis en determinadas condiciones. Un artículo de Söderblom et al. (Euro Surveill. 7 de diciembre de 2006; 11 
(12)): E061207.1) titulado “Impact of a genetic variant of Chlamydia trachomatis on national detection rates in 
Sweden” informa de que parte de las infecciones de transmisión sexual por Chlamydia trachomatis no pudieron 
observarse en Suecia mediante pruebas de laboratorio convencionales producidas por Abbott y Roche, y de que no 15 
se observaron bacterias Chlamydia con variación en la región genética a la que se habían dirigido los cebadores. 
Pruebas llevada a cabo mediante el método usado en el ejemplo 1 han mostrado que tales tipos de Chlamydia 
trachomatis de hecho pueden observarse usando pares de cebadores según la presente invención. 
 
Lista de secuencias 20 
 
<110> Dutch Association for Christian Higher Education, Scientific Research and Patient Care, Ámsterdam, Países 
bajos 
 
<120> Método para la detección de Chlamydia trachomatis y un kit para el mismo 25 
 
<130> Documento P28659NL00 
 
<150> Documento NL1033345 
<151> 06-02-2007 30 
 
<160> 8 
 
<170> PatentIn versión 3.3 
 35 
<210> 1 
<211> 7499 
<212> ADN 
<213> Chlamydia trachomatis 
 40 
<400> 1 
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<210> 2 
<211> 23 
<212> ADN 5 
<213> Chlamydia trachomatis 
 
<400> 2 
 

 10 
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<210> 3 
<211> 22 
<212> ADN 
<213> Chlamydia trachomatis 
 5 
<400> 3 
 

 
 
<210> 4 10 
<211> 28 
<212> ADN 
<213> Chlamydia trachomatis 
 
<400> 4 15 
 

  
 
<210> 5 
<211> 23 20 
<212> ADN 
<213> Chlamydia trachomatis 
 
<400> 5 
 25 

 
 
<210> 6 
<211> 22 
<212> ADN 30 
<213> Chlamydia trachomatis 
 
<400> 6 
 

  35 
 
<210> 7 
<211> 23 
<212> ADN 
<213> Chlamydia trachomatis 40 
 
<400> 7 
 

  
 45 
<210> 8 
<211> 29 
<212> ADN 
<213> Chlamydia trachomatis 
 50 
<400> 8 
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REIVINDICACIONES 
 

1. Método para la detección de Chlamydia trachomatis, comprendiendo el método la realización de una 
amplificación de ADN, usando un par de cebadores, mediante el uso de ADN que se deriva a partir de una 
muestra como molde, y la detección de un producto de amplificación, caracterizado porque el par de 5 
cebadores usados para la amplificación de ADN se diseña basándose en las secuencias de nucleótidos de 
las regiones que corresponden a los números de nucleótidos de 4261 a 4320 y de 4351 a 4391 en la 
secuencia de nucleótidos de SEQ ID No. 1, de modo que puede amplificarse la secuencia entre estas dos 
regiones.  
 10 

2. Método según la reivindicación 1, caracterizado porque el par de cebadores se diseña basándose en las 
secuencias de nucleótidos de las regiones que corresponden a los números de nucleótidos de 4291 a 4320 
y 4355-4385 y preferiblemente a los números de nucleótidos de 4296 a 4318 y de 4361 a 4382 de SEQ ID 
No. 1.  
 15 

3. Método según una cualquiera de las reivindicaciones anteriores, caracterizado porque el par de cebadores 
se diseña basándose en las secuencias de nucleótidos de las regiones en SEQ ID No. 1: GGATT 
GACTCCGACA ACGTATTC y TGCCCTTTCT AATGGCAATGAT.  
 

4. Kit para la detección de Chlamydia trachomatis llevando a cabo PCR mediante el uso de ADN obtenido a 20 
partir de una muestra como molde, comprendiendo el kit un par de cebadores que se diseña basándose en 
las secuencias de nucleótidos de las regiones que corresponden a los números de nucleótidos de 4261 a 
4320 y de 4351 a 4391 en la secuencia de nucleótidos de SEQ ID No. 1, de modo que puede amplificarse 
la secuencia entre estas dos regiones.  
 25 

5. Kit según la reivindicación 4, caracterizado porque el par de cebadores se diseña basándose en las 
secuencias de nucleótidos de las regiones que corresponden a los números de nucleótidos de 4261 a 4320 
y de 4351 a 4391, preferiblemente a los números de nucleótidos de 4291 a 4320 y 4355-4385 y lo más 
preferiblemente a los números de nucleótidos de 4296 a 4318 y de 4361 a 4382 de SEQ ID No. 1.  
 30 

6. Kit según las reivindicaciones 4-5, caracterizado porque el par de cebadores se diseña basándose en las 
secuencias de nucleótidos de las regiones en SEQ ID No. 1: GGATT GACTCCGACA ACGTATTC y 
TGCCCTTTCT AATGGCAATGAT.  
 

7. Par de cebadores diseñados basándose en las secuencias de nucleótidos de las regiones que 35 
corresponden a los números de nucleótidos de 4261 a 4320 y de 4351 a 4391 en la secuencia de 
nucleótidos de SEQ ID No. 1, de modo que puede amplificarse la secuencia entre estas dos regiones.  
 

8. Par de cebadores según la reivindicación 7, caracterizado porque se diseña basándose en las secuencias 
de nucleótidos de las regiones que corresponden a los números de nucleótidos de 4261 a 4320 y de 4351 a 40 
4391, preferiblemente a los números de nucleótidos de 4291 a 4320 y 4355-4385 y lo más preferiblemente 
a los números de nucleótidos de 4296 a 4318 y de 4361 a 4382 de SEQ ID No. 1.  
 

9. Par de cebadores según las reivindicaciones 7-8, caracterizado porque se diseña basándose en las 
secuencias de nucleótidos de las regiones en SEQ ID No. 1: GGATT GACTCCGACA ACGTATTC y 45 
TGCCCTTTCT AATGGCAATGAT.  
 

10. Par de cebadores según la reivindicación 7, caracterizado porque los cebadores tienen las siguientes 
secuencias: 5’-GGA TTG ACT CCG ACA ACG TAT TC-3’ (SEQ ID No. 5) y 5’-ATC ATT GCC ATT AGA 
AAG GGC A-3’ (SEQ ID No. 6).  50 
 

11. Conjunto de cebadores que comprende un par de cebadores según una cualquiera de las reivindicaciones 
7-10, junto con un cebador complementario que, con respecto a su secuencia, difiere de uno de los 
cebadores del par de cebadores en un nucleótido.  
 55 

12. Conjunto de cebadores según la reivindicación 11, que comprende el par de cebadores mencionados en la 
reivindicación 10 y un cebador complementario con la secuencia 5’-GGA TTG ACT CCA ACA ACG TAT 
TC-3’ (SEQ ID No. 7).  
 

13. Sonda de hibridación que comprende un oligonucleótido diseñado basándose en la secuencia de 60 
nucleótidos de una región que corresponde a los números de nucleótidos de 4320 a 4355 de SEQ ID No. 1.  
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14. Sonda de hibridación según la reivindicación 13, con la secuencia 5’-ACA CCG CTT TCT AAA CCG CCT 
ACA CGT AA-3’ (SEQ. ID. No. 8).  
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