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RESUMEN

Las enfermedades de transmision sexual (ETS) constituyen una de las principales causas de
enfermedad aguda, infertilidad, incapacidad fisica, psicolégica y muerte tanto en hombres
como mujeres adolescentes y adultos, considerandose una preocupacion para la salud
publica tanto en los paises industrializados, como en los paises en vias de desarrollo. En
Ecuador, la prevalencia de Chlamydia trachomatis (CT) y Neisseria gonorrhoeae (NG) ain
se desconoce principalmente porque la mayoria de casos son asintomaticos. Se estandarizo
la técnica molecular de Reaccion en Cadena de la Polimerasa en Tiempo Real, para
amplificar la region 16S de ADNr de CT y NG y determinar su presencia en muestras de
orina de estudiantes universitarios entre 18 y 25 afios de edad que no presentan sintomas.

Los resultados obtenidos demuestran una prevalencia de 0.43% para NG y 0% para CT,
cifras sumamente bajas. Pocos estudios preliminares sefialan que con el paso del tiempo la
prevalencia de estas infecciones en Ecuador, ha disminuido, concordando con este estudio.
Ademas, la baja prevalencia puede ser el resultado del tipo de poblacién estudiada, nivel
socio-econoémico, tipo de estudio y técnica de diagndstico.

Palabras clave: Chlamydia trachomatis, Neisseria gonorrhoeae, ETS, PCR tiempo real,
Ecuador.



ABSTRACT

Sexually transmitted diseases (STDs) are known to be the principal cause of acute illness,
infertility, physical, disability, psychological distress and death. In Ecuador, the prevalence
of Chlamydia trachomatis (CT) and Neisseria gonorrhoeae (NG) is still unknown mainly
because most cases are asymptomatic. We standardized Real-time Polymerase Chain
Reaction to amplify the 16S rDNA region of CT and NG and used it to detect these bacteria
in urine samples from asymptomatic college ages 18 to 25.

The results showed a prevalence of 0.43% for NG and 0% for CT, which is extremely low.
The low prevalence may be the result of the type of population studied, socio-economic
level, type of study and diagnostic technique.

Key Words: Chlamydia trachomatis, Neisseria gonorrhoeae, STD, real time PCR, students,
Ecuador.
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1. INTRODUCCION

1.1 Enfermedades de Transmisién Sexual

Las enfermedades de transmision sexual (ETS) son enfermedades que se transmiten
de una persona a otra a través del contacto sexual (Workowski, 2015). Constituyen una de
las principales causas de enfermedad aguda, infertilidad, incapacidad fisica, psicoldgica y
muerte tanto en hombres como mujeres adolescentes y adultos. Dichas enfermedades
pueden ser causadas por mas de 30 patdgenos bacterianos, virales y parasitarios que se
pueden transmitir sexualmente siendo las principales Chlamydia trachomatis, Neisseria
gonorrhoeae, Trichomonas vaginalis y virus de la hepatitis B (Papp et al, 2014). Las tres
primeras responden exitosamente a un tratamiento antibidtico, sin embargo, a pesar de la
existencia de un tratamiento eficaz, las ETS siguen considerandose una preocupacion para
la salud puablica tanto en los paises industrializados, como en los paises en vias de
desarrollo pues no se tienen datos exactos de su prevalencia (Rowley, et al, 2012). El mayor
obstaculo para el diagnéstico, tratamiento y vigilancia de las ETS es que la mayoria de
estas infecciones son asintomaticas y los pocos sintomas que pueden aparecer son poco
reconocibles. En estos casos, no es posible detectar la enfermedad por lo que no pueden ser
reportados (World Health Organization, 2001). De acuerdo a la Organizacion Mundial de la
Salud, anualmente, cerca de méas de 1 millén de personas adquieren una ETS cada dia, y
alrededor de 500 millones de personas se contagian de una de las ETS maés prevalentes,
especialmente clamidia y gonorrea (World Health Organization, 2013). Estas infecciones,
requieren de adecuado tratamiento y diagnostico preventivo, de manera que se disminuyan

los riesgos en la salud de nifios, adolescentes y adultos (World Health Organization, 2012).
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1.2 Chlamydia trachomatis

Chlamydia trachomatis (CT) es una bacteria aerobia, intracelular obligada que ataca
a las células eucaridticas. Responde a la tincion Gram como Gram negativa y tiene forma
de coco o bacilo. C. trachomatis, debido a su incapacidad de sintetizar su propio ATP,
requiere de células en desarrollo para poder mantenerse viable (Manavi, 2006).
Aproximadamente un 80% de las infecciones urogenitales en mujeres son asintomaticas,
esto las convierte en un importante reservorio para la diseminaciéon de CT. (WHO, 2001).
La bacteria infecta principalmente las membranas mucosas, el cuello uterino, el recto, la
uretra, la garganta y la conjuntiva, desencadenando en el 20% de los casos sintoméaticos no
tratados, serias complicaciones como enfermedad inflamatoria pélvica, embarazo ectdpico,
infertilidad y dolor crénico en la pelvis (Gattlieb et al, 2010). En los hombres, el enfoque
sindrémico funciona particularmente bien, con secrecién uretral y Glceras genitales, pues, la
enfermedad en el género masculino si presenta sintomatologia como la antes descrita.
Existe un porcentaje reducido del 25% de casos de hombres infectados que no presentan
sintomas (Murray et al., 2009). EI CDC reportd en el afio 2010, 1.3 millones de casos de
infeccion por Chlamydia trachomatis, sin embargo, esta cifra podria estar subestimada pues
la mayoria de los pacientes no reciben un tratamiento farmacoldgico o reciben un

tratamiento en ausencia de un diagnéstico especifico (Workowski, 2015).

1.3 Neisseria gonorrhoeae

Neisseria gonorrhoeae (NG) es un coco Gram negativo, que, crece en parejas
Ilamados diplococos, con los lados adyacentes aplanados. ElI organismo usualmente se

encuentra intracelularmente en los leucocitos polimorfonuclueares lo cual es una
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caracteristica para su identificacion (Todar, 2011). Las infecciones de Neisseria
gonorrhoeae suelen afectar a las membranas mucosas de la uretra en varones y al
endocervix y uretra en mujeres. EI mecanismo patogénico implica la unién de la bacteria a
células epiteliales no ciliadas a través de pili y la produccién de endotoxina (Todar, 2011).
Las infecciones gonocdcicas tienden a causar una respuesta inflamatoria mas fuerte que la
de C. trachomatis, pero son tipicamente asintomaticas en las mujeres hasta que se
desarrollan complicaciones como enfermedad inflamatoria pélvica. En los hombres, la
mayoria de las infecciones uretrales causan uretritis con miccion dolorosa y, menos
comunmente, epididimitis o infeccién gonocécica diseminada (Papp et al, 2014). Esta
enfermedad también puede manifestarse como infeccion extragenital a manera de proctitis,
faringitis, conjuntivitis. (Ghanem, 2015). Es esencial que existan métodos de deteccion de
NG confiables de modo que el paciente pueda adquirir inmediatamente el tratamiento
adecuado, sin embargo, el diagndstico de Neisseria gonorrhoeae en etapas tempranas de la
enfermedad es dificil dado que un gran porcentaje de las infecciones gonocécicas son

asintomaticas (Weinstock, et al, 2004).

1.4 Epidemiologia

La infeccion por Chlamydia trachomatis y Neisseria gonorrhoeae ocurre
frecuentemente en jovenes de entre 18 y 25 afios. Una nueva pareja sexual, maltiples
parejas sexuales, el abuso de sustancias, historial de infecciones previas, un bajo nivel
socioecondmico o falta de educacion, son factores de riesgo que predisponen a una persona
dentro de este rango de edad a contraer estas enfermedades (Price & Bash, 2015). Dadas las
caracteristicas asintomaticas de estas enfermedades y sus consecuencias al no ser tratadas a

tiempo, han despertado la curiosidad alrededor del mundo para establecer estadisticas sobre
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infecciones de clamidia y gonorrea de manera que se pueda ofrecer un diagnéstico
preventivo y tratamiento eficiente (WHO, 2012). La falta de diagndstico preventivo ha
desencadenado campanas de tamizaje de estas infecciones en diferentes regiones de manera
que se pueda conocer su desarrollo, control y prevencién en las poblaciones mundiales. Por
ejemplo, en Norteamérica se han establecido esquemas que permitan determinar factores de
riesgo sobre los cuales los pacientes pueden basarse para realizarse un examen diagnostico
para cualquier tipo de ETS. De acuerdo a estos esquemas se recomienda que las mujeres
menores de 24 afios y aquellas mayores con alta posibilidad de infeccidn (varias parejas
sexuales), se realicen una prueba para la deteccién temprana de estas enfermedades (CDC,
2013). Esto se debe a que en las mujeres la presencia de estos microorganismos no produce
sintomas hasta cuando la infeccidn estd avanzada (Kumamoto, el al, 2012). Por el contrario,
en el caso de los hombres, la infeccion por CT y NG produce sintomas reconocibles que
dan una alerta sobre lo que podria estar pasando, razon por la cual la investigacion sobre la
prevalencia en hombres es dejada de lado (Peeling, et al, 2006). Los tamizajes de estas
infecciones en hombres podrian significar un avance en el estudio de la prevalencia en
mujeres pues se realiza primero para proteger la salud de la poblacion masculina y asi
prevenir el contagio a mujeres o determinar el porcentaje de la poblacion femenina que
podria estar infectada (CDC, 2013). Algunos estudios han demostrado que el tamizaje dual,
es decir, evaluacion de prevalencia de ETS en hombres y mujeres, resulta en una relacion
costo-beneficio mas efectiva que solo dedicarse a la prevalencia en uno solo de los géneros.
Un estudio publicado en el 2012 determind que el tamizaje para Chlamydia trachomatis de
2,000 hombres en un futuro, resultaria en un ahorro de alrededor de $52,000 anualmente y
ademas reflejaria una disminucion de los casos de enfermedad pélvica inflamatoria en sus

parejas femeninas (Reagan, et al, 2012).
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En el 2005 se reportaron 101.5 millones de casos de infeccién por Chlamydia
trachomatis y 87.7 millones de casos de infeccion por Neisseria gonorrhoeae a nivel
mundial, tres afios después en el 2008 los numeros aumentaron a 105.7 millones para CT y
106.1 millones para NG todos estos casos distribuidos entre hombres y mujeres en
proporciones iguales, es decir no se observo prevalencia mayor en uno u otro género (WHO,
2012). De acuerdo al CDC, la incidencia de estas enfermedades aumenta en 90 millones
cada aflo (CDC, 2013). En Estados Unidos se ha determinado que CT y NG son las
enfermedades de trasmision sexual mas comunes. En el 2013 se realizd un tamizaje por
estados en los cuales se reportaron un total de 820,000 nuevos casos de gonorrea de los
cuales el 70% eran personas jovenes de entre 15 a 24 afios (CDC, 2013). En Colombia se
realiz6 un estudio de prevalencia cuyos resultados determinaron una presencia de 9.7% de
Chlamydia trachomatis y 1.4 % Neisseria gonorrhoeae en la poblacion de estudio (Angel,
et al, 2012). En lugares como Africa la investigacion sobre estas enfermedades es reducida
y no hay acceso a informacion fehaciente probablemente por falta de métodos de

diagndstico efectivos y de alcance de toda la poblacién (WHO, 2012).

Existen algunos métodos de diagnostico para Chlamydia trachomatis y Neisseria
gonorrhoeae, aun se considera uno de los principales, al método de cultivo sin embargo con
el avance de la tecnologia y la biotecnologia, también se usan otros métodos basados en
produccién de anticuerpos como el test EIA (Enzimainmunoanalisis), el test DFA (Direct
Fluorescent Antibody) y otras técnicas basadas en ADN como la PCR (Reaccién en cadena
de la Polimerasa) y Test de hibridacion (Kumamoto, et al, 2012). Por muchos afios, la
técnica de cultivo era la mas ampliamente utilizada, sin embargo, se identificaron ciertos

problemas con las condiciones bajo las cuales crecen los microorganismos ademas de
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problemas de contaminacién; lo que condujo a la busqueda de nuevas formas de
diagnéstico (Jalal, et al, 2012). Los métodos moleculares que utilizan &cidos nucleicos se
han convertido en el diagndstico mas acertado, estos se basan en la amplificacion de un
segmento conocido de ADN de los microrganismos en cuestion que determinaran la
presencia de los mismos. Estas técnicas son més sensibles y mas directas y le proporcionan

al paciente una mejor confiabilidad en los resultados (Gaydos, 2014).

1.5 Situacion de CT y NG en Ecuador

En Ecuador, la prevalencia de estas infecciones de transmision sexual en general y
principalmente entre los jovenes alin se desconoce a pesar de que el Ministerio de Salud
Publica del Ecuador ha iniciado un programa nacional de prevencion y control de VIH-
SIDA e infecciones de transmision sexual. En el 2011, el servicio publico reporta 92,342
casos de gonorrea y clamidia, que corresponde al 25% de los casos de ETS (Ministerio de
Salud Puablica del Ecuador, s.f.). En este caso, es importante notar que el diagnéstico de
dichas enfermedades es Unicamente sintomatico y no se diferencia la etiologia (Ministerio
de Salud Publica del Ecuador, s.f.). En el Ecuador al momento no se hace diagndstico
molecular por amplificacién de material genético de los agentes, a pesar de que esta prueba

es el estandar para el diagndstico de las mismas (Mishori, 2012).

Por otro lado, en América Latina se calcula una incidencia 36 millones de casos
anuales de sifilis, gonorrea e infecciones por clamidia, lo cual supone una gran carga
econdmica para la region (Caceres & Rubilar, 2010). Los datos reportados por la Direccion
Nacional de Vigilancia epidemioldgica describen un incremento de la tasa de Infecciones
de transmision sexual de 529.05 por 100, 000 habitantes en el 2006 a 1638.13 por 100,000

habitantes en 2013. La direccion en mencion reporta datos especificos para la infeccion
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causada por NG cuya tendencia es mas bien contraria. Los datos mencionan una
disminucion sistematica de la tasa de infeccion de 7,139 por 100,000 habitantes en el 2000

que cae a 934 casos por 100,000 habitantes reportado en el 2013.

En Ecuador, no existen datos poblacionales para la infeccion especifica causada por
CT y NG en jovenes y adolescentes. La mayoria de los estudios realizados tienen un
enfoque en la deteccidn de estas infecciones en mujeres gestantes dado el factor de riesgo
que representan. En el 2009, un estudio de tamizaje de Chlamydia trachomatis en mujeres
en edad fértil realizado por la Pontificia Universidad Catélica del Ecuador determind una
prevalencia de 20.4% (Montalvo, 2010). En el 2013 la Universidad Central del Ecuador
llevd a cabo un estudio de prevalencia de CT en mujeres de 19 a 45 afios de edad cuyos
resultados demostraron un 18.8 % de infeccidn por clamidia (Vaca, 2014). Hacia el afio
2016 la prevalencia cambi6 a de 1.5% (Rayo, 2016). No se buscé prevalencia de NG en
ninguno de estos andlisis. ES sumamente importante establecer nuevas técnicas de
diagnostico, pero, sobre todo buscar la incidencia de estas enfermedades en nuestra regién

de modo que se conozca la situacion real y se pueda actuar al respecto.

En este estudio se estandarizd una técnica molecular de deteccion de CT y NG a
partir de muestras de orina, con el objetivo de determinar la prevalencia de éstos patdgenos
en estudiantes universitarios. Dado que en Ecuador no existen estudios de tamizaje de estas
infecciones, los resultados de este estudio seran un aporte para conocer la situacion de CT y

NG en jovenes universitarios.
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2. OBJETIVOS

2.1 Objetivo General

e Establecer la prevalencia de infeccion por Chlamydia trachomatis y Neisseria
gonorrhoeae en una muestra representativa (n = 235) de una poblacién universitaria

entre 18 y 25 afios.

2.2 Objetivos Especificos

e Seleccionar el grupo de participacién a partir de los criterios de inclusion y exclusion
determinados para los participantes del estudio.

e Estandarizar la amplificacién de un segmento del 16S ADNr para la deteccion por PCR
tiempo real, de Chlamydia trachomatis y Neisseria gonorrhoeae a partir de las muestras
recolectadas.

e Determinar la prevalencia de Chlamydia trachomatis y Neisseria gonorrhoeae en el

grupo de estudio.

3. JUSTIFICACION

En el Ecuador, las mujeres de 15 a 25 afios de edad constituyen cerca de la mitad de la
poblacion femenina, considerando a este grupo como poblacion en edad fertil y como tal
una poblacién de riesgo segun describe la OMS en la publicacion de Salud en las

Americas-Ecuador; 2013. La poblacion descrita enfrenta maltiples riegos para la salud,
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entre los que se destaca las infecciones de transmision sexual (Loayza M et. al, 2005) en
relacion con un inicio cada vez més temprano de la actividad sexual evidenciado en la
frecuencia de embarazos en mujeres entre 10 y 19 afios correspondiente a 91 de cada 1000,
lo que incrementa la tasa de mortalidad para este rango de edad a 70.9 por cada 100000

habitantes (WHO, 2012).

Dada la falta de informacion epidemioldgica es necesario realizar el tamizaje de
infecciones de transmision sexual causadas por Neisseria gonorrhoeae y Chlamydia
trachomatis en un grupo poblacional en edades de alto riesgo de contagio. Con ello, se
pretende conocer el estado epidemioldgico actual y realizar una deteccion temprana de la
infeccion para disminuir la carga econdmica y psicosocial que implica el tratamiento tardio

de dichas infecciones y sus respectivas complicaciones.

Actualmente, Ecuador no cuenta con un programa de deteccién temprana de CT y
NG. La deteccion de estas infecciones en pacientes asintomaticos es util primero, para
evitar las complicaciones propias de estas enfermedades en el paciente, asi como también
prevenir y reducir la infeccién o reinfeccion de sus parejas sexuales (CDC, 2013). En
segundo lugar, el tamizaje proporciona informacion sobre el estado epidemioldgico actual
de estas infecciones en el area de estudio. Este pretende determinar la prevalencia de
clamidia y gonorrea en una poblacién en riesgo de ETS en las que se desconoce la

prevalencia de las mismas.

4. AREA DE ESTUDIO:

Previo al inicio de la recoleccion de muestras, se obtuvo la aprobacion del comité de

bioética y se trabajo con el consentimiento informado previo en el Anexo A y la encuesta
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en los Anexos B y C. Luego, se realizaron campafias de prevencion de enfermedades de
trasmisidn sexual en la Universidad San Francisco de Quito. La recoleccion de muestras se
Ilevo a cabo en dos de estas campafas, la primera en abril del 2015 en la cual se obtuvieron
Unicamente muestras de mujeres y la segunda en octubre del 2015 en la que se recolectaron
muestras de hombres y mujeres. Estas camparias fueron lideradas por la doctora Marisol

Bahamonde y los estudiantes de medicina de la USFQ.

Se colecté muestras de orina de estudiantes universitarios entre 18 y 25 afios para
determinar la prevalencia de infeccion por Chlamydia trachomatis y Neisseria gonorrhoeae.
La muestra de 235 estudiantes se calculd en base a un universo finito homogéneo, cuyo

objeto de estudio es cualitativo; con un error de inferencia del 5%.

La Doctora Marisol Bahamonde, se entrevistd de forma personal y confidencial con
cada participante. Se informo el objeto del estudio detenidamente y una vez firmado el
consentimiento informado se completd una encuesta de conocimientos, actitudes vy
practicas sexuales. Todos los documentos fueron codificados numéricamente para su
pareamiento posterior, para garantizar la confidencialidad a los participantes. Ni las
muestras, ni las encuestas llevaron las identificaciones de las participantes. Los
consentimientos informados fueron archivados por separado bajo custodia del investigador
principal. De igual forma la base de datos no incluy6 identificaciones de las pacientes,

respetando los criterios de ética para investigacion observacional con sujetos humanos.

Los criterios de inclusion de las participantes del estudio fueron; 1) Participante con
edad entre 18 y 25 afios; 2) sexualmente activo y 3) que acepte participar voluntariamente
en el estudio. Los criterios de exclusion seran quienes no cumplan los criterios de inclusion

0 no otorguen su consentimiento de participacion. Todos los anélisis moleculares fueron
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llevados a cabo en los laboratorios del Instituto de Microbiologia de la Universidad San

Francisco de Quito.

5. MATERIALES

5.1 Recoleccién y almacenamiento de muestras de orina
e Consentimiento informado previo y encuestas
e Frascos de Orina con tapa rosca
e Contenedor frio
e Congelador a - 20°C
e Tubos Falcon de 50 ml
e Tubos eppendorf 1.5 ml
e Centrifuga para tubos de 50 ml

e Bafo Maria

5.2 Extraccion de ADN de las muestras de orina

e Tubos eppendorf de 1.5 ml.

e Pistilos de pléastico

e Bromuro de hexadeciltrimetilamonio CTAB. (2% CTAB p/v, 1.4 mM NacCl, 20 mM
EDTA 100 mM, HCI pH 8).

e Proteinasa K

e Cloroformo: Alcohol Isoamilico (24:1)

e Etanol 100%

e Etanol 70%

e Buffer TE. (10 mM Tris-HCI, 0.1 Mm pH 8).
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e Bafo de arena
e \Ortex

e Microcentrifuga (Labnet)

5.3 Cuantificacion de ADN
e Buffer AE (10 mM Tris-Cl; 0.5 mM EDTA; pH 9.0).
e Nanodrop 2000 (Thermo Fischer)

e Ultra-Pure Distilled Water (ThermoFischer)

5.4 Amplificaciéon del gen de la p-actina como control de calidad del ADN
e 25 mM MgCl; (Invitrogen)
e 5X Buffer de PCR (Invitrogen)
e 2mM dNTPs (Invitrogen)
e 10 mM Primer F B-actina (Invitrogen)
e 10 mM Primer R B-actina (Invitrogen)
e 5 U Tag polimerasa (Invitrogen)
e 20 ng ADN muestras
e Termociclador T100™ (Biorad)

e Tubos Eppendorf 0.2 ml

5.5 Amplificacion de la region del 16S ADNr de Chlamydia trachomatis y Neisseria
gonorrhoeae para analisis deteccion en muestras de orina de los pacientes.

e SsoFast™ EvaGreen® Supermix

e 0.5 UM Primer NeiF

e 0.5 uM Primer NeiR
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e 0.5 puM Primer ChlamyF

e 0.5 uM Primer ChlamyR

e 20ng ADN de los pacientes

e CFX96 Touch™ Deep Well Real-Time PCR Detection System
e Tubos para gPCR de 0.2ml en tira

e Tapas en tira para qPCR

6. METODOS

6.1 Recoleccion y almacenamiento de muestras de orina

Durante la entrevista, los participantes fueron instruidas para la recoleccion de una
muestra de orina uretral de la primera mafiana. La recoleccion fue de la primera miccion en
un frasco estéril con un volumen maximo de 20mL. Una vez recolectada, las muestras
fueron codificadas con el mismo identificador numérico asignado a la encuesta. Ningln
dato de identificacion adicional fue registrado en el frasco de la muestra. Las muestras
fueron mantenidas y transportadas en una temperatura de 2-8 °C al laboratorio de analisis
molecular del Instituto de Microbiologia de la USFQ. Cada muestra fue homogenizada y
dividida en dos tubos de polietileno estériles con un volumen de 10mL cada uno y seran

almacenadas a -20 °C hasta su procesamiento.

6.2 Extraccion de ADN

Una alicuota de cada muestra fue descongelada en refrigeracion toda la noche, antes
de procesar se permitié que las muestras alcancen temperatura ambiente. En caso de

observarse cristales precipitados, las muestras fueron incubadas a 37 °C durante 15 minutos,
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0 hasta observar la completa dilucion de los cristales. Las muestras fueron homogenizadas
en vortex durante 10 segundos. Se utilizé el método de CTAB para extraccion de ADN
(Winnepenninckx et al, 2002). Para este, se afiadié 700 pl de solucién CTAB y se disgregd
con pistilos de plastico. Se colocd 20 pl de proteinasa K y se incubd a 65°C durante dos
horas con agitacion cada 15 minutos. Cumplidas las 2 horas se dejo enfriar a temperatura
ambiente y se agregd 700 ul de cloroformo : alcohol isoamilico (24:1), a continuacién, se
agitaron los tubos vigorosamente hasta conseguir una emulsion. Las muestras fueron
centrifugadas por 15 minutos a 12000 rpm para obtener dos fases: precipitado y fase acuosa,
de ésta Gltima se tom6 500 pl y se colocd en nuevo tuvo eppendorf estéril. Se afiadié 1000
pl de etanol 100%, se mezcl6 por inversion y se dejo precipitar a -20°C toda la noche. Al
dia siguiente se centrifugaron las muestras por 10 minutos a 13200 rpm y se descarto el
sobrenadante. Se lavé el pellet con etanol 70% seguido de centrifugacién de 10 minutos a
13200 rpm. Se descartdé el sobrenadante y se dejé secar el pellet. Finalmente, se

resuspendieron las muestras en 50 pl de buffer AE.

6.3 Cuantificacion de ADN

La concentracion de ADN se determind con el uso de un espectrofotometro

Nanodrop 2000TM vy se utiliz6 buffer AE como solucién blanco.

6.4 Amplificaciéon del gen de la -actina como control de calidad del ADN

Se amplifico el gen de la B-actina del ADN gendmico extraido de todas las muestras de
orina, por medio de la reaccién en cadena de la polimerasa. EI volumen final de la reaccion
fue 20 pl y consistié en: 2 mM MgCl», Buffer de PCR 1X, 0.2 mM dNTPs, 1 uM Primer

Forward, 1 uM Primer Reverse, 1 unidad de Taqg polimerasa y 20 ng ADN. El programa de
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PCR se realizdé en un termociclador T-Personal (Biometra) con una desnaturalizacion
inicial de 94°C por dos minutos seguido por 35 ciclos de desnaturalizacién a 92°C por 50
segundos, annealing a 45°C por 50 segundos, extension a 72°C por 50 segundos y
extension final a 72°C por 2 minutos. Se utilizo como control positivo los controles
disponibles en el Instituto de Microbiologia de la USFQ. El producto de amplificacion fue
evaluado mediante electroforesis en gel de agarosa al 1.5%, con el uso de SYBR® Safe
DNA gel stain (Invitrogen), y de un fotodocumentador Biorad Gel Doc XR (BIORAD). Se

utilizaron 5ul del producto de amplificacion y se realiz6 una corrida por 45 minutos a 80V.

6.5 Amplificacion de la region del 16S ADNr de Chlamydia trachomatis y Neisseria

gonorrhoeae en las muestras.

Se selecciond el mejor set de primers para cada microorganismo mediante la revision
de literatura y gracias a la herramienta de NCBI BLAST (Basic Local Alignment Search
Tool). Los primers para Neisseria gonorrhoeae se tomaron del estudio de Chui et al y los

primers para Chlamydia trachomatis del estudio de Jalal, et al.

Posteriormente se amplifico la regién 16S del ADNr con 5 controles positivos tanto
para Chlamydia trachomatis como para Neisseria gonorrhoeae obtenidos a partir de
extraccion de ADN de muestras clinicas positivas para estas infecciones. Ademas, para la
estandarizacion se utiliz6 controles negativos: agua y microorganismos comunes causante
de infecciones a las vias urinarias: Escherichia coli, Enterococcus sp., Staphylococcus
saprophyticus y Klebsiella, para evitar resultados inespecificos, falsos positivos o cruzados.
Para esta estandarizacion, el volumen final de la reaccién fue de 10 pl. Se realizaron
reacciones para CT y NG por separado. La mezcla de reaccion consistié de: SsoFast™

EvaGreen® Supermix, 0.5uM Primer F NEI, 0.5uM Primer R NEI en el caso de Neisseria
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gonorrhoeae y 0.5uM Primer F Chlamy, 0.5uM Primer R Chlamy en el caso de Chlamydia
trachomatis y 1 ul ADN. El programa de PCR se realiz6 en CFX96 Touch™ Deep Well
Real-Time PCR Detection System con una desnaturalizacion inicial de 94°C por 5 minutos
seguido por 30 ciclos de desnaturalizacién a 94°C por 1 minuto, hibridacién a 58°C por 30
segundos, extension a 72°C por 1 minuto y extension final a 72°C por 5 minutos. El
producto de amplificacion fue evaluado mediante espectrofotometria gracias al sistema de
PCR en tiempo real aceptando a una muestra positiva cuando la sefial (pico de fusiéon)
cumplia con los valores establecidos por el estudio de Chui et al, del afio 2008 para NG y
Jalal et al, del afio 2007 para CT. El pico de derretimiento determinado para Neisseria
gonorrhoeae fue de 87.80 °C y para Chlamydia trachomatis fue de 85.20 °C. Primero se

analizaron las muestras para Neisseria gonorrhoeae y luego para Chlamydia trachomatis.

7. RESULTADOS

7.1 Separacién de muestras y Cuantificacion de ADN

En total se colectaron 235 muestras de orina, en dos camparfias, de las cuales 170
correspondieron a mujeres y 65 a hombres. Las muestras fueron separadas en base a las
encuestas de acuerdo a uno de los criterios de inclusion principales, la actividad sexual
(Tabla 3). Aquellos participantes que declararon ser sexualmente activos, fueron asignados
a un grupo al cual se llam6 muestras con criterios, con prioridad de ser analizadas. Aquellas
muestras que no cumplieron con el criterio de actividad sexual se las identifico6 como
muestras sin criterios. Estas Gltimas no fueron rechazadas pues la encuesta es subjetiva y no
se puede comprobar si los datos proporcionados por cada participante son reales, por lo

tanto, son tomadas en cuenta. A partir de esta separacion se obtuvieron las muestras de
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ADN. Se establecio que, para mejores resultados en la extraccion de ADN, si era necesario
que se disuelvan todos los cristales en la orina antes de empezar con el proceso de

extraccion.

La concentracion de ADN obtenida en las muestras de orina fue adecuada, salvo 3
de ellas que presentaron una concentracion baja (8-18.5ng/ul) (Tabla 4). La calidad del
ADN se observa en las relaciones 260/280 y 260/230, en estos pardmetros se obtuvieron
valores fuera del rango aceptable (~1.8) (Tabla 4). Fueron pocas las muestras que
presentaron valores cercanos a 1.8 lo que indica contaminacidn por compuestos fenolicos.
A pesar de la baja concentracion y calidad de ADN del 1005 de las muestras se obtuvo un

producto de amplificacion del tamafio esperado para este gen (300pb), Figura 1.

7.2 Amplificacion de la region del 16S ADNr de Chlamydia trachomatis y Neisseria

gonorrhoeae en las muestras.

7.2.1 Controles.

Los primers escogidos amplificaron correctamente la regién del 16S ADNr de
Chlamydia trachomatis y Neisseria gonorrhoeae. En 5 controles positivos en PCR por
tiempo real, que se observa en las figuras 2 y 3, y para corroborar estos resultados se realiz6
una electroforesis en gel de agarosa de 1.5% de los amplicones generados. El fragmento
amplificado tuvo el tamafio esperado en el gel, 402 pb para Chlamydia trachomatis y 260
pb para Neisseria gonorrhoeae (Figura 4). En relacion a los controles negativos, se
realizaron no se obtuvo en ninguno de los 4 microorganismos comunes en infecciones de

las vias urinarias (Escherichia coli, Enterococcus sp., Staphylococcus saprophyticus y
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Klebsiella). Estos resultados corroboran que la amplificacién genera falsos positivos o

cruzados con estos microorganismos como se observa en la figura 5.

7.2.2 Deteccion de Chlamydia trachomatis y Neisseria gonorrhoeae en las muestras

de los participantes.

Se confirmé la positividad y negatividad de los controles utilizados con el Kit
comercial de deteccion de CT y NG HYBRIBIO®. Se obtuvieron los resultados esperados
tanto para los controles positivos como para los controles negativos (figura 6). La deteccion
de Neisseria gonorrhoeae por PCR tiempo real identificO una muestra positiva de las 235
muestras. Por otro lado, el analisis para Chlamydia trachomatis, de 235 muestras, ninguna

resultd positiva.

7.2.3 Prevalencia de estas infecciones en la poblacién universitaria estudiada.

De la poblacion total estudiada, se obtuvo un 0.43% de prevalencia de Neisseria
gonorrhoeae y un 0% de Chlamydia trachomatis. Dada la baja tasa de infeccion encontrada,

estos resultados no permiten establecer relaciones entre infeccion-edad o infeccidon-género.

8. DISCUSION

8.1 Coleccion y separacion de muestras.

Las muestras de orina han sido frecuentemente usadas para la deteccion de CT y
NG. Varios proyectos de tamizaje de estas infecciones alrededor del mundo se han basado
en el uso de muestras de orina. Shafer (2003) demostré en su analisis que tanto el uso de
muestras de orina, como el hisopado vaginal son la mejor opcién para la deteccion de estos

patogenos, estadisticamente no hay diferencia significativa entre la prevalencia encontrada
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en cada tipo de muestra por lo que concluye que cualquiera de ellas pueden ser utilizadas
(Shafer, et al, 2003). Por otro lado, en el estudio de Chernesky (2005) busco determinar la
prevalencia de estas infecciones y, ademas, encontrar la manera mas comoda para el
paciente de obtener una muestra representada en la facilidad de coleccién de las mismas.
Los resultados indicaron que las pacientes preferian colectar su propia muestra vaginal y, o
una muestra de orina que es méas facil y menos invasiva, ademas, se determind que entre
muestras vaginales y urinarias las prevalencias eran iguales (Chernesky, et al, 2005). Con
esto en consideracion, para nuestro estudio se definid utilizar muestras de orina que serian
efectivas para la deteccién de CT y NG, representarian menor dificultad de coleccion, y

ademas significarian comodidad para los pacientes.

En total se obtuvieron 235 muestras entre hombres y mujeres, y fueron separadas en
dos grupos. Las muestras de pacientes sexualmente activos fueron asignadas un grupo con
criterios, las muestras de pacientes que no reportaron actividad sexual se asignaron al grupo
sin criterios; estas Ultimas también fueron incluidas en el estudio. De acuerdo a los datos
reportados sobre infecciones de trasmision sexual en los pacientes que no declaran
actividad sexual, la prevalencia de las mismas no es nula como se esperaria sino méas bien
es alta. En Ecuador, un estudio llevado a cabo por Loayza & Ramirez en el 2005, identifico
positivos para muestras de pacientes que declaraban no tener actividad sexual (Loayza &
Ramirez, 2005). Asi mismo, en el articulo de Gottlieb, et al, (2010) se recomienda realizar
un tamizaje periodico sobre infecciones por Chlamydia trachomatis y Neisseria
gonorrhoeae en donde se colecten muestras de pacientes sintomaticos, asintomaticos,
sexualmente activos y muestras de aquellos que no lo son, pues segun este articulo, las

personas tienden a ocultar ciertos aspectos personales como la actividad sexual y podrian
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estar escapando de un diagnéstico preventivo y acertado (Gottlieb, et al, 2010). Por esta
razon, para nuestro estudio se tomaron en cuenta las muestras colectadas de pacientes sin
actividad sexual pues se esperaba encontrar posibles resultados positivos. Ademas, se tomo
en cuenta la informacidn proporcionada por los participantes en la encuesta (Anexos B y C)
sobre précticas sexuales y se les otorgd prioridad a las muestras de pacientes que tenian
historial de mayor numero de parejas sexuales y relaciones sexuales recientes sin
proteccion por la probabilidad obtener muestras positivas para CT y NG en este grupo. Al

juntar estos dos grupos de muestras se esperaba obtener una prevalencia media a alta.

8.2 Cuantificacion y calidad del ADN

La concentracion de ADN de las muestras fue buena (Tabla 4), ninguna de ellas
presentd una concentracion menor a 2 ng/pl que es el limite inferior de deteccién de ADN
del NanoDrop 2000 (Termo Scientific, 2012). En cuanto a la pureza del ADN extraido se
observa en las relaciones 260/280 y 260/230 con valores de 1.8-2.0 y 2.0-2.2
respectivamente. Los valores obtenidos en este ensayo (Tabla 4) se encuentran fuera de los
parametros aceptables, esto indica la existencia de contaminacion por otros componentes
tales como: proteinas, compuestos fendlicos y otros residuos de los reactivos de extraccion.
Sin embargo, todas las muestras amplificaron para el gen de la B-actina (Figura 1). Esto
indica que, a pesar de que en la cuantificacion por NanoDrop 2000 se obtengan
concentraciones bajas o malos rangos de calidad, si existe una cantidad suficiente de ADN

para realizar una PCR exitosa (Termo Scientific, 2012).
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8.3 Amplificacion de la regioén del 16S ADNr de Chlamydia trachomatis y Neisseria

gonorrhoeae en las muestras.

Los primers escogidos amplificaron correctamente la region del 16S ADNr de los
controles positivos para Chlamydia trachomatis y Neisseria gonorrhoeae (figuras 2 y 3). El
mejor set de primers para cada microorganismo se escogié mediante la revision de
literatura y gracias a la herramienta de NCBI BLAST (Basic Local Alignment Search Tool).
BLAST es un algoritmo que permite comparar complementariedad de secuencias
almacenadas en su base de datos gendmica. Este algoritmo trabaja bajo el principio de
complementariedad de bases, asi, BLAST busca e identifica secuencias que se asemejan a
la secuencia de consulta por encima de cierto umbral, buscando sélo los patrones més
significativos en las secuencias, pero con sensibilidad comparativa que garantiza bajo un
porcentaje de exactitud si se trata de lo que estd buscando (NCBI, 2017). Los primers para
cada caso fueron probados en el programa y de acuerdo al mismo, los primers amplificaran
Unicamente la region 16S ADNr CT y NG. El 16S ADNr, o ADN ribosomal 16S, es el
ADN que codifica para el ARN ribosomal 16S que es un componente de la subunidad
pequefia 30S del ribosoma procariético y es altamente conservada entre diferentes especies
de bacterias y arqueas (Weisburg, et al, 1991). Las secuencias del gen ADNr 16S contienen
regiones hipervariables que son secuencias de firma especificas de especies haciéndolas
utiles para la identificacion de bacterias. Por esta razon, la secuenciacion 16S ADNr ha
desempefiado un papel fundamental en la identificacion precisa de bacterias aisladas y el
descubrimiento de nuevas bacterias en los laboratorios de microbiologia clinica. Para la
identificacion bacteriana, la secuenciacion 16S ADNr es particularmente importante en el

caso de bacterias con perfiles fenotipicos inusuales, bacterias raras, bacterias de
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crecimiento lento, bacterias incultivables e infecciones de cultivo negativo (Woo, et al,
2008). Ademas, el amplio conocimiento que se ha desarrollado sobre esta region hace méas

facil el disefio y elaboracion de primers para PCR (Schloss, et al, 2011).

Se realizaron controles positivos para garantizar las buenas condiciones de los
primers y la reaccion en general, asi como también, para acompafiar al procesamiento de

muestras y poder determinar cudndo una muestra es positiva.

Por otro lado, se realizaron controles negativos con el objetivo de descartar
cualquier posible resultado falso positivo. Para esto, se utilizaron 4 microorganismos
comunes en infecciones de las vias urinarias (Escherichia coli, Enterococcus sp.,
Staphylococcus saprophyticus y Klebsiella). Al trabajar con orina, especialmente de
aquellos pacientes que cumplian con los criterios de inclusién, habia la posibilidad de
encontrar otro tipo de microorganismos distintos a los buscados. La orina es una sustancia
de desecho de los rifiones, que contiene menos bacterias que la saliva o las heces, la
presencia de microorganismos en una cantidad superior a la justificable por mera
contaminacion de la uretra anterior, significa infeccion (Rizzo, 2015). La infeccion urinaria
es producida por la contaminacion del tracto urinario por microorganismos como:
Escherichia coli, Proteus, Klebsiella, Enterobacter, Serratia, Pseudomonas,
Staphylococcus saprophyticus, y Enterococcus (Murray, et al, 2015). La infeccién urinaria
es muy comun sobre todo en mujeres por lo que la presencia de microorganismos en la
orina es muy probable. Los resultados obtenidos fueron los esperados como se observa en

la figura 5, demostrando la especificidad de la prueba molecular utilizada en el estudio.
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8.3.1. Deteccion de Chlamydia trachomatis y Neisseria gonorrhoeae en las muestras

de los pacientes.

La efectividad del protocolo de deteccion para CT y NG propuesto en este estudio
fue evaluada por la técnica de hibridacion de Hybribio®. Esta es una técnica cualitativa que
utiliza la caracteristica de hibridacién por complementariedad de ADN. En esta, una sonda
marcada especifica para CT, NG O UU (Ureaplasma) se une por complementariedad a la
muestra que contenga el patdégeno. Los resultados se revelan gracias a una reaccion
colorimétrica entre el marcaje de la sonda unida a su complemento y la reacciéon con un
conjugado. Esta es una prueba muy sensible y bastante eficaz para la deteccidon de estos
patdgenos (Hybribio, 2017). Bajo ese principio, se utilizo esta técnica con el objetivo de
comprobar los resultados obtenidos de las primeras muestras, y asi poder continuar con el
procesamiento de las muestras restantes utilizando la técnica molecular. Se obtuvieron los
resultados esperados, los controles positivos dieron positivo para la prueba Hybribio® y las
muestras de los pacientes que ya habian sido procesadas por la técnica molecular con

resultados negativos, también resultaron negativas con la prueba de hibridacion (figura 6).

Se ha determinado que los métodos diagndsticos basados en acidos nucleicos son
los mas precisos. Uno de los més utilizados dentro de esta tendencia es el PCR en Tiempo
Real (g-PCR), su sensibilidad y especificidad ha sido evaluada por algunos ensayos y es el
método diagndstico para enfermedades de trasmision sexual mas utilizado en la actualidad.
Uno de estos estudios determind que el g-PCR garantiza una sensibilidad de 93.93% a 100%
y una especificidad de 93.33% a 98.85% para la deteccion de ETS (Fernandez, et al, 2016).
Otro punto a favor de esta técnica es la facilidad de deteccién en tiempo real. Para

diagnostico, una herramienta que permita la deteccion de un patdégeno de la manera mas
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rapida es algo eficiente pues permite al médico proporcionar el tratamiento adecuado y a
tiempo (Peuchant, et al, 2015). La PCR en Tiempo Real es una variante que utiliza los
mismos reactivos que un PCR convencional y, ademas, se le adiciona una sustancia
marcada con un fluoroforo. El termociclador para este tipo de PCR posee sensores que
miden la fluorescencia al excitar el fluoroforo a la longitud de onda apropiada, asi, se puede
medir la tasa de generacion de uno o mas productos especificos (Hindson, et al, 2013). A
diferencia de una PCR convencional, en la cual se requiere una electroforesis en gel de
agarosa para ver los resultados, la Q-PCR mide fluorescencia de fragmentos amplificados
de ADN especificos a partir de la temperatura de fusion que es especifica para el fragmento
amplificado que se estd buscando y cuyos resultados son obtenidos a partir de la
observacion de la curva de disociacion de las muestras analizadas. Dicha medicion se
realiza luego de cada ciclo de amplificacion (Ramarkers, et al, 2003). Permitiendo obtener

resultados de forma inmediata, ideal para diagnostico.

Esta técnica también nos permite determinar con mayor facilidad un falso positivo.
Cuando el equipo lee fluorescencia en los ultimos ciclos del programa de amplificacién,
estos positivos se descartan pues significa que, durante todos los ciclos anteriores no se
detect6 ninguna sefial de amplificacidn y la sefial en un ciclo tardio indica presencia de
dimeros de cebadores y no una muestra positiva (Jonhson, et al, 2014). De esta manera es
mas conveniente establecer parametros para determinar una muestra como positiva o

descartarla como ocurrié en este estudio.

Se encontraron muestras sospechosas que requirieron criterios especificos para
determinar su positividad. Basados en el fundamento de PCR Tiempo Real, y lo expuesto

anteriormente, se comprobd el ciclo en el que las curvas de todas las muestras,



37

especialmente de las muestras sospechosas, empiezan a elevarse (Figura 7b). Asi mismo, se
realiz6 una nueva amplificacion de las mismas muestras para ver su comportamiento
(figura 7c). De acuerdo al andlisis, las muestras sospechosas presentaron deteccion de
fluorescencia en el ciclo nimero 36 de 40 lo que indica que es un momento tardio para
aceptar una muestra como positiva y por lo tanto se descartan. Ademas, en base a estos
resultados se pudo concluir que un ciclado de 40 es demasiado extenso para esta
amplificacion y, por lo tanto, se resolvid bajar los ciclos del programa a 30. Como sustento,
se decidio realizar una nueva amplificacion de las muestras sospechosas para comprobar si
la teoria de los ciclos podia ser usada como criterio para descartar falsos positivos, esta vez
usando el programa con 30 ciclos. De acuerdo a la Figura 7c, las muestras demostraron ser

negativas.

A continuacién, se realizo el analisis para Chlamydia trachomatis, ninguna de las
235 muestras resulto positiva como se muestra en la Figura 8. Al igual que el caso anterior,
se observO una curva que podria ser considerada como positiva. Dadas las acciones
tomadas en el caso de Neisseria, se tomaron los mismos parametros y se determind el ciclo
en el cual se detectd fluorescencia. Los resultados demuestran una lectura en el ciclo 29

(figura 9) razon por la cual esta muestra también fue descartada como positiva.

8.3.2 Prevalencia de estas infecciones en la poblacion universitaria estudiada.

Con los resultados del analisis molecular, se calculé el porcentaje de infeccion de la
poblacién total estudiada, éstas resultaron ser cifras bajas. Se obtuvo 0.43% de prevalencia
de Neisseria gonorrhoeae y 0% de Chlamydia trachomatis (Tabla 4). En Ecuador, asi como
en Latinoamérica, no existen proyectos de tamizaje de estas infecciones por lo que es dificil

determinar resultados esperados o poderlos comparar. De acuerdo al reporte del libro de
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enfermedades infecciosas del Ecuador, los datos indican un decrecimiento en la tasa de
infeccion NG (figura 10) y una baja prevalencia de CT, 8.2 % (Berger, 2017) lo cual en
cierta manera sustentaria que en nuestro estudio se encontrara una prevalencia tan baja, sin
embargo, los resultados obtenidos en este estudio siguen siendo sumamente bajos. En
Catalufia-Espafia se realiz6 un estudio muy similar al realizado en este proyecto. Segun el
andlisis, se obtuvo una prevalencia de CT de 7.7% y de NG 5.8% en una poblacion de edad
menor a 25 afios (Corbeto et al, 2011). En este estudio ademas se incluyd un grupo de gente
extrajera en su mayoria migrantes latinoamericanos, quienes fueron los pacientes con la
mayoria de casos positivos. Por esta razén, los resultados de esta evaluacion son
comparables con los nuestros. Los resultados obtenidos en el andlisis realizado en este
proyecto indican diferencias, de igual manera las prevalencias de ambas infecciones son

bajas.

Se escogid una poblacion de riesgo para contraer estas enfermedades: entre 18 y 25
afios con vida sexual activa. Se conoce que, una nueva pareja sexual, multiples parejas
sexuales, falta de educacion o bajo nivel socioecondémico, son factores de riesgo que
predisponen a una persona dentro de este rango de edad a contraer estas enfermedades
(Price & Bash, 2015). Por ello, se consideré a este grupo como objetivo para el estudio, sin
embargo, no se obtuvieron los resultados esperados pues el porcentaje de infeccion es nula.
Una de las implicaciones por las cuales se obtuvieron estos resultados es el estatus socio
econémico de los participantes. Como se menciond anteriormente, un nivel
socioecondémico bajo puede significar un factor de riesgo puesto que estas personas no
tienen facil acceso a centros para el cuidado de la salud y mucho menos mantienen control

preventivo general y de su salud sexual. Ademas, un nivel socioeconémico bajo puede
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incluir falta de educacién. EIl poco conocimiento sobre enfermedades de trasmision sexual,
cuidados y prevencién hace de este grupo muy vulnerable. Por el contrario, el lugar donde
se desarroll6 este estudio es una nivel socioeconémico medio-alto, los jovenes tienen méas
conciencia, conocimiento, acceso y control de su salud sexual por lo que encontrar una alta
prevalencia de estas infecciones es menos probable. Determinar el nivel socioeconémico
del grupo de estudio como una causa para los resultados obtenidos es un tanto subjetivo.
Un estudio encontro la relacion entre contagio de enfermedades de trasmision sexual y otro
tipo de infecciones, y el nivel socioecondmico en un grupo de universidades de Estados
Unidos, los resultados determinaron una baja prevalencia de infecciones en general
atribuidas al nimero que acudian a los servicios médicos y a la frecuencia con la que lo
hacian. Las muestras fueron tomadas de estudiantes de universidades privadas y
universidades publicas. Del total de participantes, el 60% acudié al médico, principalmente
los estudiantes de universidad privada y mantenian un control preventivo periodico. Por el
contrario, los estudiantes de universidad publica acudian con menor frecuencia al médico y
los casos positivos se observaron en aquellos que no realizaban visitas al médico o no lo
hacian frecuentemente determinando que la baja prevalencia, especialmente de CT 1.1 % y
NG 9%, a causa de los cuidados a la salud que tenian los estudiantes (Turner & Keller,
2015). La poblacion escogida para nuestro estudio entonces entraria dentro del grupo de
universidad privada, y lo anteriormente mencionado podria ser un sustento para determinar

el nivel socioecondémico como una posible causa de los resultados obtenidos.

Para contrastar nuestros resultados, se puede realizar una comparacién con un
estudio realizado por la Universidad Central del Ecuador en donde se determina la

prevalencia de enfermedades de trasmisidn sexual en trabajadoras sexuales. Ellas forman
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parte de la poblacion de més alto riesgo de contagio de estas patologias dado sus actitudes y
comportamientos sexuales, edad, nivel socio econémico y educacion, por lo tanto, se
esperaria tener un alto porcentaje de infeccion. Los resultados de este estudio indican que el
100% de las pacientes se encuentran infectadas por alguna ETS, sin embargo, solo el 6%
correspondia a infeccidn por Neisseria gonorrhoeae (Arequipa, et al, 2012). Incluso en este
estudio donde se esperaba tener una alta prevalencia de NG (o CT), la cifra es baja

respaldando de cierta manera nuestros resultados.

Existen otras posibles razones para estos resultados que no tiene que ver con
actitudes y practicas sexuales sino, mas bien, de la recoleccion de la muestra y también,
aunque menos probable, la técnica molecular utilizada. Refiriéndose a la coleccion de
muestras de orina, éstas fueron colectadas por los mismos pacientes. Segin nuestros
parametros, para poder obtener lo deseado, la muestra debia ser muestra uretral de la
primera miccion la mafiana con un volumen de alrededor de 20 mL vy sin previo aseo del
area genital, pues se requiere recoger todos los microorganismos presentes en la superficie
con el objetivo de poder detectar la presencia de infecciones importantes como las buscadas.
Ademas, la muestra debia ser entregada inmediatamente para mantenerla en refrigeracion y
garantizar la sobrevivencia de los microorganismos de existir alguno. Sin embargo, muchas
de las muestras tenian muy poco volumen, no eran muestras uretrales, no fueron entregadas
inmediatamente y no estaban bien selladas lo que ocasiond derrames y muchos otros

aspectos que redujeron la calidad de la muestra y pudieron opacar el analisis.

En cuanto a la técnica molecular utilizadas, existen ciertas limitaciones que pueden
influir en los resultados de este y cualquier otro andlisis. La reaccion en cadena de la

polimerasa en tiempo real es una técnica sumamente eficaz y sensible a la identificacién de
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organismos, sin embargo, esa sensibilidad puede proyectar falsos positivos. Ademas, la
técnica no puede diferenciar entre el ADN de un organismo vivo 0 muerto y puede 0 no
emitir sefial de la presencia del mismo dificultando determinar si el resultado es
completamente correcto (Paiva-Cavalcanti, 2010). También, los resultados pueden verse
afectados por otros pardmetros ajenos al sistema de gPCR que no pueden ser detectados por
el mismo como: extraccién de ADN, calidad de ADN, estado de los reactivos y preparacion

de las reacciones, situaciones sujetas mas bien a error humano. (Smith & Osborn, 2009)

Independientemente de los participantes, otra posibilidad para los resultados
obtenidos es el numero desigual de muestras de hombres vs mujeres que se obtuvieron, 170
mujeres y 65 de hombres, desigualdad que tampoco permitié realizar una comparacion
equitativa de resultados. Dada la baja tasa de infeccion encontrada, y desigual nimero de
muestras, estos resultados no permiten establecer relaciones entre infeccion-edad o
infeccion-género. Se puede atribuir la deteccion de infeccion en una muestra femenina, al
naumero desigual de muestras colectadas de cada género. Dado que las muestras femeninas
fueron mas numerosas que las masculinas, estadisticamente, existe mayor probabilidad de
encontrar una muestra positiva en un mayor numero de muestras colectadas (Kirby, et al,

2015). En el caso de nuestro estudio, fue en mujeres donde se encontro este patron.

9. CONCLUSIONES

A pesar de la baja calidad de las muestras de ADN se comprobé que habia muestra
suficiente para amplificar la region 16S ADNr para la deteccion de Neisseria gonorrhoeae
y Chlamydia trachomatis. Los controles negativos demostraron que los primers utilizados

identificaban unicamente a CT y NG y los controles positivos garantizaron que tanto la



42

reaccion como el programa de ciclado para Q-PCR estaban correctamente establecidos, por
lo tanto, se determina que la prueba molecular para la deteccion de Chlamydia trachomatis
y Neisseria gonorrhoeae fue estandarizada y puede ser utilizada para el diagnostico de
estas infecciones. Ademés, la técnica hibridacion Hybribio® también contribuyé al
respaldo de la veracidad de la técnica molecular utilizada. La prueba también permite una

obtencion de muestra menos invasivo para el paciente y con resultados rapidos.

Los resultados obtenidos demostraron una baja prevalencia de Neisseria
gonorrhoeae y una prevalencia nula de Chlamydia trachomatis. Estos resultados se deben a
distintos factores: el nivel socioecondmico de los participantes pues, una poblacién
vulnerable es aquella que no tiene acceso a correcta educacién, prevencion y tratamiento
sobre enfermedades de trasmision sexual, llamandose nivel socioecondmico bajo. Los
participantes de este estudio pertenecian a un nivel socioecondmico medio-alto y sus
condiciones les permitian mantener un mejor control sobre su vida sexual y acceso a
controles médicos, disminuyendo asi la posibilidad de encontrar pacientes infectadas tal y
como se determin0 en otro analisis. Ademas, la técnica de recoleccién de la muestra y las
limitaciones propias de qPCR también pudieron influir en los resultados obtenidos. Los
pocos estudios realizados en el Ecuador, también demuestran una baja prevalencia de estas
infecciones lo que concuerda con nuestro estudio de cierta manera, pues a pesar de que los
tamizajes realizados demuestren bajas prevalencias, no son del todo comparables con las
nuestras pues éstas son extremadamente bajas. Finalmente, un nimero desigual de muestras
entre hombres y mujeres dificultan la comparacion incidencia de infeccion versus género y
la baja prevalencia de ambas infecciones dificultan el establecimiento de relaciones

infeccion/edad, infeccion/sintomas entre otros parametros. El reducido nimero de muestras
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colectadas en comparacion con el total de estudiantes de la Universidad San Francisco de
Quito, no nos permiten determinar que estos resultados reflejen efectivamente la situacion
actual en este grupo de estudio. Este fue un estudio piloto que permitié establecer
pardmetros y determinar cuéles son las condiciones y caracteristicas requeridas para

realizar un nuevo proyecto exitosamente.

10. RECOMENDACIONES

Para el objetivo de contribuir con datos estadisticos sobre prevalencia de
infecciones de trasmision sexual en el pais, se recomienda realizar expandir el nimero de
muestras del estudio en una poblacion de riesgo y expandir los criterios de inclusion para
las muestras: jovenes entre 18 y 30 afios, sexualmente activa, un historial de varias parejas
sexuales, ademas de una sintomatologia propia de este tipo de infecciones. En esta
poblacion hay mayor posibilidad de encontrar alta incidencia de infeccion por CT y NG.
También se debe instruir correctamente a los pacientes para que la toma de muestra se
realice de la forma mas efectiva posible. Pueden utilizarse muestras de orina como también
secreciones vaginales o cervicales o secreciones uretrales que pueden ser tomadas por un

médico experto y que garantizarian mayor facilidad de deteccidn de los patégenos.

Buscar en lo posible la recoleccion de igual nimero de muestras entre hombres y
mujeres en el caso que se desee hacer un estudio mixto y comparativo entre géneros para

establecer mejores relaciones.
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12. TABLAS
Tabla 1: Secuencias de primers utilizados para la amplificacion del gen R-actina. (Control
Interno).

Objetivo Primers (5'- 3") Tamgnlo

amplicon
. F: GAGACCTTCAACACCCCAGC
R-actina 300 pb
R: ATGTCACGCACGATTTCCC

Obtenido de: Spandidos et al, 2010.

Tabla 2: Secuencia de primers utilizados en el estudio con el tamafio del amplicon en PCR
convencional y la temperatura de derretimiento para PCR tiempo real.

. . v o Tamafio | T°de
Patogeno Primers (5'- 3") amplicon | Melting

L F: TATCGGAACGTACCGGGTAGC
Neisseria gonorrhoeae 260 pb 87.80

R: GTATTACCGCGGCTGCTGGCA

. . |F: CGAGTC GGC ATC TAATAC TAT

Chlamydia trachomatis 402 pb 85.20

R: AAAACGACATTTCTGCCGC

Tabla 3: Detalle de las muestras por criterio de inclusion (Activos sexualmente).

Numero de Muestras
Criterio Primera campafiade | Segunda campafia de
recoleccion de recoleccion de muestras
muestras (abril 2015) (octubre 2015)
Con Criterio 80 26
MUJERES |— .
Sin Criterio 31 33
Con Criterio 0 65
HOMBRES |— —
Sin Criterio 0 0
TOTAL 235
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Tabla 4: Concentracion y calidad de ADN de 15 muestras. Estos pardmetros fueron
calculados en NanoDrop 2000. Los codigos de las muestras se asignaron de acuerdo a la
entrega de la muestra.

No. | Muestra %ZrXE”N”g;;‘L’IT 260/280 | 260/230
1 1145 14 1.39 2.06
2 1211 8 1.18 1.38
3 1441 18.5 0.29 0.24
4 1111 1049 0.33 0.29
5 1134 1276 0.34 0.29
6 1151 811 0.32 0.27
7 1112 918 0.32 0.28
8 1115 767 0.29 0.24
9 2351 605.6 0.35 0.32
10 2425 72.5 0.33 0.22
11 2263 699.5 0.35 0.31
12 3112 42 1.56 1.04
13 3239 30 1.70 2.51
14 3315 502 0.26 0.22
15 3345 129 0.11 0.09




51

13. FIGURAS.
1 2 34 5 6 78 95 1011121314 1516 1718 1920 2122

Orden de carga: 1: Ladder 100pb, 2: Muestra 1434, 3: Muestra 1614, 4: Muestra 1418, 5:
Muestra 1444. 6: Muestra 2331, 7: Muestra 2414, 8: Muestra 2535, 9: Muestra 2523, 10:
Muestra 1238, 11: Muestra 1152, 12: Muestra 2231, 13: Muestra 1134, 14: Muestra 1345. 15:
Muestra 1112, 16: Muestra 11615, 17: Muestra 1237, 18: Muestra 1214, 19: Muestra 2441,

20: Muestra 1142, 21: Muestra 2534, 22: Control negativo

Figura 1: Electroforesis en gel de agarosa al 1.5% de los productos de amplificacién del
gen de B-actina. El tamafio de banda esperado es 300pb.
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Figura 2: Curva positiva para para el control positivo de Neisseria gonorrhoeae en PCR
tiempo real.
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Figura 3: Curva positiva para para el control positivo de Chlamydia trachomatis en PCR
tiempo real.

EENEEEY 88

Orden de carga: Carril 1: Ladder 100 pb, Carril 2: CT par primers 1. Carril 3: CT par primers
2 (escogidos), Carril 4: NG, Carril 5: Control negativo primers 1 CT, Carril 6: Control
negativo primers 2 CT, Carril 7: Control negativo NG.

Figura 4: Electroforesis en gel de agarosa al 1.5% de los productos de amplificacion de los
controles positivos para Chlamydia trachomatis y Neisseria gonorrhoeae. El tamafio de
banda esperado es 402 pb para CT y 260 pb para NG.
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Figura 5: Curvas negativas para los controles negativos en PCR tiempo real, con 4
microorganismos comunes en infecciones de las vias urinarias (Escherichia coli,
Enterococcus sp., Staphylococcus saprophyticus y Klebsiella) para corroborar que la
amplificacion no esté dando valores falsos positivos o cruzados con estos microorganismos.

+ MIX 1 7 ' MIX 2

Mix 1: 1111, 2115, 1123,1151, 1134

Mix 2: Controles Positivos

Figura 6: Resultados de la técnica Hybribio®, protocolo de deteccion de CT y NG
utilizado en el Laboratorio de Microbiologia Clinica de la USFQ realizada con el objetivo
de corroborar el estado de los controles positivos y comprobar los resultados que se
obtendria en las muestras con la técnica de deteccion molecular.
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Figura 7: Resultados de PCR tiempo real para deteccién de Neisseria gonorrhoeae de las
primeras muestras. a. Curva de fusion b. Ciclos de elevacion de las curvas para descartar

muestras sospechosas. c. Repeticion de las muestras sospechosas
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Figura 8: Resultados de PCR tiempo real para deteccion de Chlamydia trachomatis de las
primeras muestras. Todas las muestras son negativas. El pico mas alto observado

corresponde al control positivo.
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Figura 9: Ciclos de elevacién de la curva de fusion para descartar muestras sospechosas
para Chlamydia trachomatis. La muestra fue descartada como positiva dado que su curva se
eleva en el ciclo 29.
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Figura 10: Datos estadisticos para prevalencia de infeccion por gonorrea durante 20 afios,
presentados en el libro Enfermedades Infecciosas del Ecuador
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14. ANEXOS

ANEXO 1: Consentimiento informado previo.

Comité de Bioética, Universidad San Francisco de Quito

El Comité de Revision Institucional de la USFQ
The Institutional Review Board of the USFQ

Formulario Consentimiento Informado

Titulo de la investigacidon: Prevalencia de infeccidon por Chlamydia trachomatis y Neisseria
gonorrhoeae en mujeres asintomdticas menores a 25 afios. Estudio piloto

Organizacidn del investigador

Universidad San Francisco de Quito

Nombre del investigador principal

Daniela Fernanda lzurieta Valencia

Datos de localizacion del investigador principal
Teléfono fijo: 022040138

Celular: 0997254680
dani.izu@hotmail.com

Co-investigadores
Liseth Estefania Salazar Pérez

Marisol Bahamonde M.D.
Sonia Zapata PhD
Fernanda Loayza, Msc

Ma. Elena Pefiaranda, PhD

DESCRIPCION DEL ESTUDIO

Introduccion (Se incluye un ejemplo de texto. Debe tomarse en cuenta que el lenguaje que se utilice en este documento no puede ser subjetivo;
debe ser lo mds claro, conciso y sencillo posible; deben evitarse términos técnicos y en lo posible se los debe reemplazar con una explicacicn)

Este formulario incluye un resumen del propésito de este estudio. Usted puede hacer todas las preguntas
gue quiera para entender claramente su participacion y despejar sus dudas. Para participar puede tomarse
el tiempo que necesite para consultar con su familia y/o amigos si desea o no participar.

Usted ha sido invitado a participar en un investigacién cuyos objetivos son determinar la prevalencia de
infeccion por Chlamydia trachomatis y Neisseria gonorrhoeae, en poblacidon joven asintomatica de
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estudiantes universitarias. Los criterios de inclusidn de las participantes del estudio serdn:
1) Mujer con edad entre 18 y 25 afios

2) Sexualmente activa

3) Acepte participar voluntariamente en el estudio (consentimiento informado)

4) Registrada en universidad o que se encuentre cursando estudios de educacién superior

Los criterios de exclusién seran quienes no cumplan los criterios de inclusion o no otorguen su
consentimiento de participacién.

Propésito del estudio (incluir una breve descripcion del estudio, incluyendo el niumero de participantes, evitando términos técnicos e
incluyendo solo informacién que el participante necesita conocer para decidirse a participar o no en el estudio)

Estudio epidemioldgico para establecer la prevalencia de infeccion por Chlamydia trachomatis y Neisseria
gonorrhoeae en una muestra representativa de 400 mujeres universitarias entre 18 y 25 afios de una
institucion de educacion superior de la ciudad de Quito.

Descripcién de los procedimientos (breve descripcidn de los pasos a seguir en cada etapa y el tiempo que tomard cada intervencion en
que participara el sujeto)

Para el estudio se requerira una muestra de orina de la primera mafiana, a la cual se le realizard un andlisis
molecular para detectar la presencia de los microorganismos Chlamydia trachomatis y Neisseria
gonorrhoeae.

RlengS Yy beneficios (explicar los riesgos para los participantes en detalle, aunque sean minimos, incluyendo riesgos fisicos, emocionales y/o
sicoldgicos a corto y/o largo plazo, detallando cémo el investigador minimizara estos riesgos; incluir ademas los beneficios tanto para los participantes
como para la sociedad, siendo explicito en cuanto a como y cuando recibiran estos beneficios)

Riesgos:

Se debe mencionar que los posibles riesgos son la posible incomodidad del paciente al realizar la recoleccion
de la muestra o durante el llenado de la encuesta respectiva. Para minimizar los riesgos, la participante sera
debidamente entrenada durante la entrevista para la recoleccidn de una muestra de orina de la primera
mafiana en un frasco estéril de 20mL. Ademas, durante la encuesta se realizaran preguntas que consideraran
la sensibilidad del caso, para no ocasionar ningun tipo de dafio emocional. Asimismo, se mantendra absoluta
confidencialidad de la identidad de los participantes, ya que todos los datos y muestras recolectadas seran
codificados.

Beneficios:

Los resultados parciales y completos de relevancia clinica serdn reportados a los participantes. De esta
manera, de ser necesario, la paciente tomara por su cuenta medidas terapéuticas para evitar problemas
relacionados con la infeccién en cuestion. Al realizar un diagndstico de las infecciones por Chlamydia
trachomatis y Neisseria gonorrhoeae, se previenen las complicaciones médicas de las mismas, asi como su
transmisién a nuevos sujetos.

Dentro de las instalaciones de la Universidad San Francisco de Quito se desarrollard y realizara una prueba de
deteccion de Chlamydia trachomatis y Neisseria gonorrhoeae a menor costo que las disponibles en el
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mercado. Al ser este un estudio piloto, se espera que se aplique estudios similares en otros ambientes
nacionales, lo cual beneficiard a la poblacién en general al menor costo posible. En definitiva, se creara nueva
tecnologia para beneficio social. Es necesario resaltar la colaboracién del Sustainable Science Institute (SSI) en
el desarrollo de la tecnologia y difusidon de la misma.

Confidencialidad de los datos (se incluyen algunos ejemplos de texto)

Para nosotros es muy importante mantener su privacidad, por lo cual aplicaremos las medidas necesarias para
gue nadie conozca su identidad ni tenga acceso a sus datos personales:

1) La informacidn que nos proporcione se identificara con un cddigo que reemplazara su nombre y se guardara
en un lugar seguro donde solo el investigador tendran acceso.

2) Si se toman muestras de su persona estas muestras seran utilizadas solo para esta investigacion y destruidas
tan pronto termine el estudio.

3) Sunombre no serd mencionado en los reportes o publicaciones.

4) El Comité de Bioética de la USFQ podra tener acceso a sus datos en caso de que surgieran problemas en
cuando a la seguridad y confidencialidad de la informacidn o de la ética en el estudio.

Derechos y opciones del participante (se incluye un ejemplo de texto)

Usted puede decidir no participar y si decide no participar solo debe decirselo al investigador principal o a la
persona que le explica este documento. Ademas aunque decida participar puede retirarse del estudio cuando
lo desee, sin que ello afecte los beneficios de los que goza en este momento.

Usted no recibira ninglin pago ni tendrd que pagar absolutamente nada por participar en este estudio.

Informacion de contacto

Si usted tiene alguna pregunta sobre el estudio por favor llame al siguiente teléfono 0984631971 que
pertenece a Marisol Bahamonde, o envie un correo electrénico a mbahamonde@usfqg.edu.ec

Si usted tiene preguntas sobre este formulario puede contactar al Dr. William F. Waters, Presidente del Comité
de Bioética de la USFQ, al siguiente correo electrénico: comitebioetica@usfg.edu.ec
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Consentimiento informado

Comprendo mi participacidon en este estudio. Me han explicado los riesgos y beneficios de participar en un
lenguaje claro y sencillo. Todas mis preguntas fueron contestadas. Me permitieron contar con tiempo
suficiente para tomar la decisién de participar y me entregaron una copia de este formulario de
consentimiento informado. Acepto voluntariamente participar en esta investigacion.

Firma del participante Fecha

Firma del testigo (si aplica) Fecha

Nombre del investigador que obtiene el consentimiento informado

Firma del investigador Fecha
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ANEXO 2: Encuesta de conocimientos, actitudes y practicas sexuales para mujeres

ENCUESTA DE CONOCIMIENTOS ACTITUDES Y PRACTICAS SEXUALES

Prevalencia de infeccion por Chlamydia trachomatis y Neisseria gonorrhoeae en
mujeres asintomaticas menores a 25 aiios. Estudio piloto

La informacién que se solicita a continuacién es estrictamente confidencial y serd empleada
exclusivamente para establecer la prevalencia de infecciéon por Chlamydia trachomatis y
Neisseria gonorrhoeae. Solicitamos complete la informaciéon de manera veras, por cuanto esto
permitira obtener resultados confiables.

cooico [ [ [ 1.
1. Edad: |:||:| afos

2. Edad de la primera menstruacién:|:| |:| afios
3. Edad del inicio de actividad sexual[ ][ | afios.
4. Durante el ultimo mes ;ha presentado flujo (secrecién) vaginal anormal?

41 s1|_ | 42 NO[ ].

5. Durante el ultimo mes ;ha presentado dolor en la region de la pelvis?

5.1 SI[ | 52 NO | .

6. Durante el altimo mes ;ha presentado molestias al orina?

6.1 SI|_| 6.2 NO[ ].

ACTITUDES Y PRACTICAS SEXUALES
7. A qué edad tuvo su primera relacién sexual:|:| |:| afios
8. Cuantas parejas sexuales ha tenido hasta el momento actual: |:| |:|

9. Durante su ultima relacion sexual su pareja utilizé preservativo?

9.1 SI|_| 92 NO[ |.

10. Durante el ultimo afio, ;ha mantenido relaciones sexuales no seguras (con desconocidos)?

10.1 SI[_| 10.2 NO [_].

FECHA dia/mes/afio |:| |:||:| |:| |:| |:|
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ANEXO 3: Encuesta de conocimientos, actitudes y practicas sexuales para hombres

ENCUESTA DE CONOCIMIENTOS ACTITUDES Y PRACTICAS SEXUALES-HOMBRES

Prevalencia de infeccion por Chlamydia trachomatis y Neisseria gonorrhoeae en
mujeres asintomaticas menores a 25 afios. Estudio piloto

La informacién que se solicita a continuacién es estrictamente confidencial y serd empleada
exclusivamente para establecer la prevalencia de infecciéon por Chlamydia trachomatis y
Neisseria gonorrhoeae. Solicitamos complete la informacién de manera veras, por cuanto esto
permitira obtener resultados confiables.

comico [ ][ [ 1.
1. Edad: |:||:| afos

2. Edad del inicio de actividad sexual |:||:| afios.

3. Durante el dltimo mes ;ha presentado flujo (secreciéon) en pene anormal?

3.1 SI[ | 32 NO[ ].

5. Durante el dltimo mes ;ha presentado molestias al orinar?

5.1 SI[ | 52 NO | .

ACTITUDES Y PRACTICAS SEXUALES
6. A qué edad tuvo su primera relacion sexual:|:| |:| afios
7. Cuantas parejas sexuales ha tenido hasta el momento actual: |:| |:| .

8. Durante su ultima relacion sexual utilizé preservativo?

8.1 SI|_| 82 No[ |.

9. Durante el dltimo afio, ;ha mantenido relaciones sexuales no seguras (con desconocidos)?

9.1 SI[_] 9.2 No [ |.

FECHA dia/mes/afio |:| |:||:| |:| |:| |:|




