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RESUMEN

Introduccidn: En el mundo, las enfermedades de transmisién sexual (ETS) se posicionan como
un problema de salud publica importante, reportandose mas de un millén de casos cada dia
(WHO, 2016). Las mujeres entre 15 a 24 ailos presentan un riesgo de ETS mas elevado que la
poblacién en general, y un 10 a 20% de los casos presenta infeccion ascendente vy
complicaciones. En Ecuador, se desconoce la prevalencia de Neisseria gonorrhoeae y
Chlamydia trachomatis en este grupo etario. Dado que la mayoria de casos de infeccién con
N. gonorrhoeae y C. trachomatis son asintomaticos, es necesario implementar un método
costo efectivo para tamizaje y deteccién temprana de estos patdgenos.

Objetivo: El principal objetivo del estudio era determinar la prevalencia de la infeccion por
Chlamydia trachomatis y Neisseria gonorrhoeae en mujeres asintomaticos menores a 25 afios
aplicando amplificacién de ADN con PCR real time como método de diagndstico.

Metodologia: Se conduce un estudio epidemioldgico observacional corte-transversal entre
2015 - 2016 en una muestra representativa de mujeres universitarias menores de 25 afios,
sexualmente activas. Se analizé una muestra n=100, se recolecté una muestra de la primera
orina de la mafiana y se realizé un cuestionario de conductas, actitudes y practicas sexuales.
Analisis molecular: Se empleé CTAB 2%, 1.4 m NaCl, 100mm Tris-HCl (pH 8.0), Cloroformo:
Alcohol isoamilico (24:1) para la extraccion de ADN. Seguido de una precipitacion con 2-
propanol y lavado con etanol (70%). Se realiza la resuspension en solucidn de TE. Para la
amplificacién y deteccién se empled multiplex PCR real time adaptando el protocolo realizado
por Yang et.al (2014). Para confirmacién, se realizd electroforesis y verificacion de la
temperatura de melting. Analisis estadistico: Se analizé las frecuencias de nimero de parejas
sexuales, edad de inicio de actividad sexual y menarquia. Se aplicé X? y prueba exacta de
Fisher para analizar sintomatologia (molestias con miccién, dolor pélvico y secrecién) y
factores de riesgo (relaciones sexuales con desconocidos y uso de preservativo).

Resultados: Se determind una prevalencia del 1% de N. gonorrhoeae y del 0% de C.
trachomatis en la poblacidn estudiada. El resultado positivo para N. gonorrhoeae presentd un
pico de melting de 87.8. No existid casos positivos de C. trachomatis. N. gonorrhoeae: No se
tiene suficiente evidencia para determinar que existe una diferencia estadisticamente
significativa en cuanto al uso de preservativo (p= 0,228) o mantener relaciones sexuales con
desconocidos (p= 0,818). No existe diferencia estadisticamente significativa en cuanto a la
presencia de secrecién vaginal (p= 0,685), dolor pélvico (p=0,210) y disuria (p=0,685).

Conclusiones: La prevalencia encontrada para N. gonorrhoeae del 1% se equipara a la
prevalencia de 0.55% en EEUU (Price & Bash, 2016). En este estudio no se encontraron
muestras positivas para C. trachomatis. La sintomatologia ni los factores de riesgo son
diferentes entre los grupos positivos y negativos. Dado que este se trata de un estudio piloto,
en un siguiente estudio se procurara una muestra mayor de una poblacién heterogénea.

Palabras clave: Neisseria gonorrhoeae, Chlamydia trachomatis, Quito - Ecuador,
enfermedades de transmisidon sexual, Universitarias, Mujeres, PCR real time



ABSTRACT

Introduction: In the World, sexually transmitted diseases (STDs) are a mayor public health
problem with more than one million cases per day (WHO, 2016). Women between 15 and 24
years old are at a higher risk of suffering STDs than the general population; above 10 to 20%
of cases develop an ascending infection and complications. In Ecuador, the prevalence of
Neisseria gonorrhoeae and Chlamydia trachomatis in this age group is unknown. Since most
cases of infection with N. gonorrhoeae and C. trachomatis are asymptomatic, it is necessary
to implement a cost-effective method for the detection of these pathogens.

The principal aim of the study was to determine the prevalence of Chlamydia trachomatis and
Neisseria gonorrhoeae infection in asymptomatic women under 25 years of age using DNA
amplification with real-time PCR as a diagnostic method.

Methodology: A cross-sectional observational epidemiological study was conducted between
2015 and 2016 in a representative sample of university women under 25 years old, sexually
active. A sample n = 100 was analyzed, of which was recollected a sample of the first morning
urine and was performed a questionnaire of sexual behaviors, attitudes and practices.
Molecular analysis: 2% CTAB, 1.4 m NaCl, 100 mm Tris-HCI (pH 8.0), Chloroform:Isoamyl
alcohol (24: 1) were used for DNA extraction. Then was performed a precipitation with 2-
propanol and was washed with ethanol (70%). The resuspension was performed in the TE
solution. For amplification and detection, we used multiplex real-time PCR adjusting the
protocol performed by Yang et al (2014). To confirm the results, electrophoresis and melting
temperature verification were performed. Statistical analysis: We analyzed the frequencies
of the number of sexual partners, age of onset of sexual activity and menarche. Chi square
and Fisher's exact test were used to analyze symptoms (pain and pain, secretion) and risk
factors (sexual relations with strangers and use of condoms).

Results: We determine a prevalence of 1% of N. gonorrhoeae and 0% of C. trachomatis in
population studied. A positive result was obtained for N. gonorrhoeae with a melting peak of
87.8. No positive cases for C. trachomatis were found. N. gonorrhoeae: There is not enough
evidence to determine that there is a statistically significant difference between condom use
(p = 0.228) and sexual intercourse with strangers (p = 0.818). There was also no statistically
significant difference in the presence of vaginal discharge (p = 0.685), pelvic pain (p = 0.210
Fisher test) and discomfort in urination (p = 0.685).

Conclusions: The prevalence established for N. gonorrhoeae of 1% is similar to the 0.55%
prevalence in USA (Price & Bash, 2016). In the present study, there were no positive samples
for C. trachomatis. The symptomatology and risk factors presented no statistically significant
difference. As this is a pilot study, in the next step we aim for a larger sample in a population
with more heterogeneity.

Keywords: Neisseria gonorrhoeae, Chlamydia trachomatis, Quito - Ecuador, Sexually
transmitted diseases (STDs), University, Women, PCR real time
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INTRODUCCION

Las enfermedades de transmision sexual (ETSs) se posicionan como un problema de
salud publica importante en el mundo, reportandose mas de un millén de enfermedades de
transmisién sexual cada dia (WHO, 2016). En el mundo se estima que anualmente que existen
357 millones de nuevas infecciones debidas a Treponema pallidum, Trichomona, Neisseria
gonorrhoeae y Chlamydia trachomatis (WHO, 2016). De estos casos anuales, los causados
por Chlamydia trachomatis estan presentes en 131 millones de casos y Neisseria gonorrhoeae
en 78 millones de casos (WHO, 2016). En América Latina, se estima una incidencia
aproximada de 36 millones de casos anuales de infeccion por T. pallidum (sifilis), Neisseria
gonorrhoeae y Chlamydia trachomatis (Caceres & Rubilar, 2010).

Los factores de riesgo para ETS son edad menor a 25 aios, parejas sexuales multiples
0 nuevas, la falta de uso de preservativo, presencia de otras enfermedades de transmision
sexual (Schorge et.al, 2009, p. 66). Es importante resaltar que adolescentes y mujeres jévenes
entre 15 a 24 afios presentan un riesgo de infeccién mas elevado que los hombres de la misma
edad (WHO, 2013) (CDC, 2016) .

Neisseria gonorrhoeae es una bacteria Gram negativa, aerobia que se dispone en
parejas (diplococo) con los lados adyacentes aplanados (Goldman & Green, 2009, p. 243)
(Murray et.al, 2013, p. 248). En mujeres, el sitio de infeccion principal es el cuello uterino,
donde son afectadas las células de epitelio cilindrico en el endocérvix (Murray et.al, 2013, p.
253).

La mayoria de casos de infecciéon con N. gonorrhoeae son asintomaticos (CDC, 2016).
En caso de presentar sintomatologia, se puede experimentar flujo o secrecién vaginal inodora

blanco-amarillenta, acompafiado de disuria o dolor (Murray et.al, 2013, p. 253)(Schorge et.al,
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2009, p. 66). Entre un 10 a 20 % de los casos de infeccion pueden progresar de forma
ascendente al resto de anexos (Murray et.al, 2013, p. 253) (Goldman & Green, 2009, p. 246).
Chlamydia trachomatis es una bacteria Gram negativa intracelular obligatoria que
tiene dos biovariedades: tracoma y linfogranuloma venéreo (Murray et.al, 2013, p. 382). En
la mayoria de mujeres, la infeccion por C. trachomatis es asintomatica (80%), en contraste
con la infeccion en hombres que es mayormente sintomatica (75%) (Murray et.al 2013, p.
385). No obstante, se puede observar manifestaciones clinicas en “bartolinitis, cervicitis,
endometritis, perihepatitis, salpingitis y uretritis” (Murray et.al, 2013, p. 385). Entre las
manifestaciones clinicas puede presentar secreciones mucopurulentas después de dos a ocho
dias de la exposicidon (Goldman & Green, 2009, p. 246). No es infrecuente que exista una
infecciones mixta por C. trachomatis y Neisseria gonorrhoeae (Murray et.al, 2013, p. 385).
Las complicaciones mas importantes de la infeccion por N. gonorrhoeae y C.
trachomatis son enfermedad pélvica inflamatoria, infeccién diseminada (dermatitis, artritis,
endocarditis, perihepatitis o sindrome de Fitz-Hugh-Curtis) y complicaciones en el embarazo
(Ghanem, 2014) (Murray et.al, 2013, p. 385) (Swadpanich et.al. 2008). Se debe destacar que
un 30 a 50% de los recién nacidos de madres portadoras de N. gonorrhoeae pueden presentar
infeccién oculares o Ophthalmia neonatorum (WHO, 2012) (Ghanem, 2014) (Goldman &

Green, 2009, p. 246).

Existen multiples pruebas de diagndstico que pueden ser usadas para detectar
Chamydia trachomatis y Neisseria gonorrhoeae. El cultivo para C. trachomatis y N.
gonorrhoeae fue por mucho tiempo la prueba standard, pero actualmente no es
recomendado su uso como prueba de rutina por la dificultad para mantener la viabilidad de

los organismos en el transporte y almacenamiento (CDC, 2014). Actualmente, se recomienda
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el uso de pruebas moleculares como el test de amplificacion de acidos nucleicos (“nucleic acid
amplification testing” o NAAT) (CDC, 2014) (Schorge et.al, 2009, p. 66). Otras pruebas
diagndsticas no son primera eleccién para el diagndstico como el inmunoensayo de enzimas
(“enzyme immunoassays” o ElAs), la deteccidon de anticuerpos por fluorescencia directa
(“direct fluorescent antibody” o DFA) y prueba de hibridacién de acidos nucleicos (CDC, 2014)
(Goldman & Green, 2009). Las pruebas seroldgicas que detectan la respuesta inmune, no son

recomendadas pues carecen de precisidon para detectar infeccidn activa (CDC, 2014).

El Ministerio de Salud Publica del Ecuador ha iniciado un programa nacional de
prevencion y control de VIH-SIDA e infecciones de transmisién sexual (ITS), pero la
prevalencia especifica de estas infecciones en jévenes menores de 25 afios alin se desconoce.
En el 2011, el Ministerio de Salud Publica reporta 92342 casos de la poblacién en general de
Chlamydia trachomatis y/o Neisseria gonorrhoeae, las cuales que corresponden al 25% de los
casos de enfermedades de transmision sexual (Ministerio de Salud Publica del Ecuador, 2011).
Se debe remarcar que el diagndstico realizado en estos tamizajes fue Unicamente
sintomatico, sin diferenciar la etiologia especifica, no se utilizan pruebas que permitan la
deteccion del patdgeno con NAATSs a partir de muestras endocervicales, uretrales, vaginales,
faringeos, rectales o muestras de orina (Mishori, 2012).

Dada la ausencia de informacién epidemiolégica es imperativo realizar un tamizaje de
infecciones por Chlamydia trachomatis y Neisseria gonorrhoeae, en especial en los grupos
etarios de alto riesgo. De esta manera, se procura conocer el estado epidemioldgico actual y

realizar una deteccion temprana de la infeccion para evitar complicaciones.

OBJETIVOS
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General

e Determinar la prevalencia de la infeccion por Chlamydia trachomatis y Neisseria
gonorrhoeae en mujeres asintomaticos menores a 25 afos aplicando amplificacion de

ADN con PCR real time como método de diagnéstico.
Especificos

e Reportar la prevalencia de la infeccion por Chlamydia trachomatis y Neisseria

gonorrhoeae en mujeres asintomaticos menores a 25 afios

e Identificar los factores de riesgo relacionados a actitudes y practicas sexuales para
adquirir una infeccién por C. trachomatis y N. gonorrhoeae en mujeres asintomaticos

menores a 25 anos

e Correlacionar la presencia de sintomatologia con la presencia de infeccién por C.

trachomatis y N. gonorrhoeae en mujeres asintomaticos menores a 25 afios

JUSTIFICACION

Las infecciones por Neisseria gonorrhoeae y Chlamydia trachomatis se posicionan
entre las mas importantes infecciones de transmisidén sexual alrededor del mundo. Dada su
alta prevalencia, es necesario desarrollar métodos de diagndstico y tamizaje efectivos para la
poblacién de alto riesgo, especialmente en entornos de recursos limitados. Para este
propdsito es sustancial la creacién de un kit de diagndstico que sea costo-efectivo para
identificacion temprana de infecciones por Neisseria gonorrhoeae y Chlamydia trachomatis.

Adicionalmente, es imperativo conocer el estado epidemiolégico actual de dichas
infecciones. A su vez es importante realizar una deteccién temprana de la infeccidn para

disminuir de la carga econdmica y psicosocial del tratamiento tardio de dichas infecciones.
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Asimismo la deteccién de una infeccion asintomdtica permite evitar futuros contagios o
complicaciones de la infeccidn en cuestion.

En definitiva, las implicaciones sociales, sicolégicas y econdmicas avalan la
importancia del estudio de tamizaje selectivo para infecciones por Neisseria gonorrhoeae y
Chlamydia trachomatis para poblacion universitaria, mediante el uso de un kit de diagndstico

costo-efectivo que permita el diagndstico temprano.

METODOLOGIA Y DISENO DE LA INVESTIGACION

Disefio de proyecto

Se conduce un estudio epidemiolégico observacional corte-transversal entre 2015 y
2016 en una muestra representativa de universitarios menores 25 afios de una institucion de
educacion superior de la ciudad de Quito. Se invita a todos los estudiantes universitarios
durante una campafa de prevencién y promocién de enfermedades de transmisién sexual.
Previa a la realizacion del presente estudio se obtuvo la aprobacion del comité de Bioética de

la Universidad San Francisco de Quito.

Seleccion de participante
Criterios de inclusion.

Los criterios aplicados para la inclusidn del participante son que sea mujer menor a 25
anos, sexualmente activa, registrada en universidad o que curse estudios de educacién

superior. Se requiere que acepte formar parte del estudio de manera voluntaria.
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Criterios de exclusion.

Los criterios de exclusidn seran quienes no cumplan los criterios de inclusién o que en
su defecto no otorguen su consentimiento de participacion. Ademas se excluyeron aquellos

participantes que no proporcionen su muestra o que no contesten la encuesta.

Muestra

Se reclutaron un total de 232 participantes en la Universidad San Francisco de Quito.
De estos casos, 132 no cumplieron con los criterios de inclusién y se analizé Unicamente 100
casos de mujeres menores de 25 afios, registradas en la universidad o que cursen estudios de

educacion superior.

Operacionalizacion de variables

Para la obtener informacion adicional acerca de sintomatologia y factores de riesgo se
realizd una encuesta de conocimientos, actitudes y practicas sexuales. Se preguntd para este
propdsito la edad de la primera menstruacién en afios, edad de inicio de actividad sexual en
anos y cantidad de parejas sexuales hasta el momento, cuyas respuestas debian ser suscritas
en forma de variable continua. Para documentar sintomatologia se preguntd la existencia de
flujo o secrecion vaginal anormal, presencia de dolor pélvico o molestia urinaria, cada una de
estas serd respondida en forma de variable binaria con una respuesta de si o no segun sea el
caso. Adicionalmente, se documentd el uso de preservativo durante la Ultima relacién sexual
y el mantener relaciones sexuales no seguras, para el propdsito estas variables serd binaria

con una respuesta de si 0 no segln sea el caso.

Recoleccion de muestras

Se pretende analizar la prevalencia de infeccidn por Neisseria gonorrhoeae y Chlamydia

trachomatis, asi como su relacién con la sintomatologia y conocimientos, actitudes y practicas
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sexuales. Para la obtencion de datos, se entrena previamente a los encuestadores. En este
entrenamiento se clarifica conceptos basicos y técnicas adecuadas para realizar las preguntas
incluidas en el cuestionario general.

Con la encuesta de conocimientos, actitudes y practicas sexuales se pretende obtener
informacidén de los factores de riesgo y sintomatologia que sugiera una enfermedad pélvica
inflamatoria en los participantes. Para la deteccién de Chlamydia trachomatis y Neisseria
gonorrhoeae se obtuvieron muestras de orina de cada participante para su respectivo andlisis
molecular.

Se direcciond a las participantes para realizar una adecuada recoleccion de la muestra
de orina. Se indicé que se debe recolectar el primer chorro de la primera miccién de la
manana en un frasco estéril de 20mL. Las muestras obtenidas por las participantes no
requieren refrigeracion, preservacion, ni otros cuidados hasta ser entregada en el sitio de
acopio. Al ser entregadas al investigador, serdn codificadas empleando el cédigo asignado
previamente en la encuesta a fin de precautelar la privacidad del participante.

Las muestras fueron almacenadas a una temperatura de 2-8 °C tomando en cuenta los
protocolos de transporte de muestras del WHO, hasta ser almacenados en laboratorio del
Colegio de Microbiologia de la Universidad San Francisco de Quito. Para el almacenamiento,
se procede a mezclar la muestra en el agitador de tipo vértex y es alicuotada en dos tubos
estériles de polietileno de 10ml. Estos tubos fueron almacenados a -20 °C hasta su

procesamiento.

Analisis molecular

El Colegio de Microbiologia de la USFQ con apoyo técnico los investigadores desarrollé

los protocolos de extraccién, amplificacion y deteccién molecular. Para la validacion del
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método se realizd la amplificacion especifica de Chlamydia trachomatis y Neisseria
gonorrhoeae en 30 muestras con resultados conocidos. De esta manera, se establecid los

indicadores de especificidad, sensibilidad y valores predictivos positivos y negativos.

Extraccion de ADN.

Una alicuota de la muestra a procesar fue descongelada en refrigeracion hasta
alcanzar temperatura ambiente durante 12 horas previas a ser procesada. En los casos que
se observaron cristales precipitados, se incubd a 37°C durante 15 minutos o hasta que se
obtuvo una completa dilucién de los cristales. Posteriormente, fue mezclada en el agitador
tipo vortex durante 10 segundos.

Para la extraccion del ADN, se aplicd una solucién de extraccién que incluye un buffer
de extraccién CTAB 2% (Cetyktrmethylamonium bromide), 1.4 M NaCl, 100mM TRIS-HCI (pH
8.0). Posteriormente, se aplica una mezcla de cloroformo: alcohol isoamilico (24:1); seguido
de una precipitacién con 2-propanol, se procede a lavar con etanol al 70%. Finalmente se
realiza una resuspencion en solucidon de TE (tris (hydroxymethyl) aminomethane /EDTA)
(Demeke & Jenkins, 2010, p. 1979). Para determinar la concentracién y calidad del ADN

obtenido, se empled espectrofotometria de alta precisién (Nanodrop).

Amplificacion y deteccion.

Se estandarizoé en el equipo CFX 96 (BIORAD) el PCR de tiempo real (real time). Para
ello, se adaptd el protocolo realizado por Yang et.al (2014) donde se aplica multiplex PCR real
time para la deteccidon simultanea de varios patdgenos, en este caso, se detecté Neisseria
gonorrhoeae y Chlamydia trachomatis. Para esto se emplearon los primers detallados en la
tabla 1 y una mezcla de reaccién SsoFastTM EvaGreen® Supermix (BIORAD). La amplificacion

consiste en la denaturacion inicial por 5 min a 94°C, seguida de 35 ciclos a 94 °C por 30
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segundos, 60 °C por 90 segundos y 72 °C por 90 segundos. Para finalizar, se realizé una
“extensién final a 72 °C por 10 minutos” (Yang et.al, 2014). Para confirmar el producto de
amplificacién, se realizd una electroforesis en gel de agarosa y verificacién de la temperatura
de melting. Los resultados del analisis molecular se registraran en un formulario especifico
disefiado para el efecto, donde se especificara si el resultado es positivo o negativo.

Tabla 1. Secuencia de primers y productos de amplificacién especifica para Neisseria
gonorrhoeae y Chlamydia trachomatis

Patdégeno Tamaiio de Gen No. Primers (5'- 3')
Amplificacion
Neisseria gonorrhoeae 327 GU058271.1  F: GATGTCACCCTGTACGGTGCCATCAAA
R: GGATTCCCAAGCATTGACGTT
Chlamydia trachomatis 167 CP002401.1 F: GTAGCCCTACCGGAAGGTGG

R: CAAACTATATGTCTCGTCCTCACC

Analisis estadistico

Los datos obtenidos del andlisis molecular y los resultados de las encuestas seran
introducidos en una base de datos previamente disefiada en SPSS, para su posterior analisis
en el Software estadistico SPSS Stadistics 21.0 de IBM.

Para analizar los datos obtenidos, se obtuvo la prevalencia de las infecciones por
Neisseria gonorrhoeae y Chlamydia trachomatis en la poblacién estudiada multiplicando la
frecuencia de la infeccién por cien dividido para la poblacion en cuestién. Ademas se realizd
Chi cuadrado (X?) simple para comparar sintomatologia, actitudes, practicas sexuales con los
resultados de los test moleculares. Adicionalmente, se empled el test exacto de Fisher para

las variables previamente analizadas con Chi cuadrado, debido a que esta prueba es ideal para
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conocer la significancia de la desviacion de la hipdtesis nula en muestras pequenas.
Finalmente, se obtuvo la desviacidén estandar y las medidas de resumen (media, mediana,
entre otros) de las variables continuas como edad de primera relacidon sexual, menarquia y

numero de parejas sexuales.

RESULTADOS

Se enrold en el estudio 232 estudiantes universitarias durante el periodo de estudio.
Se analizé los datos de encuesta y resultados reportados del analisis molecular de 100
estudiantes universitarias, pues se excluyeron aquellos que no cumplieron con los criterios

de inclusion del estudio.

Prevalencia de la infeccion

Se ha encontrado una prevalencia del 1% (1 entre cada 100 personas) de infecciones
por Neisseria gonorrhoeae en la poblacién estudiada. En cuanto a Chlamydia trachomatis se
calcula una prevalencia del 0% (0 entre cada 100 personas) en la poblacién estudiada. El
resultado positivo para N. gonorrhoeae presentd un pico de melting de 87.8.

Factores de riesgo para la infeccion por Neisseria gonorrhoeae y Chlamydia
trachomatis

Se aplicd la prueba de Chi cuadrado simple y la prueba exacta de Fisher para comparar
las variables binarias de los resultados de las pruebas de Neisseria gonorrhoeae y Chlamydia
trachomatis con los posibles factores de riesgo.

Se determindé que no suficiente evidencia para determinar que existe diferencia
estadisticamente significativa entre el uso o no de preservativo para contraer infeccion por

Neisseria gonorrhoeae (p= 0,228) en la poblacion analizada (Tabla 2). Asimismo, no existe
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diferencia estadisticamente significativa entre mantener relaciones sexuales con
desconocidos para contraer infeccidn por Neisseria gonorrhoeae (p= 0,818) en la poblaciéon
estudiada (Tabla 2).

En las figuras 1y 2, se representa en un grafico de caja o “box plot” el inicio de la vida
sexual en relacién a los resultados de Neisseria gonorrhoeae y Chlamydia trachomatis
respectivamente. Dada la reducida prevalencia de N. gonorrhoeae se puede apreciar
Unicamente que aquellos con resultado positivo inician su actividad sexual de manera similar
a la mediana de aquellos con resultado negativo para la infeccién.

Figura # 1. Grafico de caja de edad de inicio de actividad sexual para en pacientes con
reporte positivo o negativo de infeccion por Neisseria gonorrhoeae

Grafico de caja de Edad de inicio de actividad sexual para Pacientes con
reporte positivoo negativo de infeccion por Neisseria go
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Figura # 2. Grafico de caja de edad de inicio de actividad sexual para en pacientes con
reporte positivo o negativo de infeccion por Chlamydia trachomatis

Grafico de caja de edad de inicio de actividad sexual vs. reporte de Chlamydia
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En la figura 3 y 4, se realiza una comparacién del nimero de parejas sexuales con los
resultados obtenidos en el analisis molecular para infecciones por N. gonorrhoeae y C.
trachomatis. En este caso, ocurre de manera similar a la comparacion con el inicio de actividad
sexual, pues aquellos con resultado positivo para N. gonorrhoeae presentan una mediana
similar a la mediana de la poblacién negativa.

Figura # 3. Grafico de caja de nimero de parejas sexuales en pacientes con reporte
positivo o negativo de infeccidn por Neisseria gonorrhoeae
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Figura # 4. Grafico de caja de numero de parejas sexuales en pacientes con reporte
positivo o negativo de infeccion por Chlamydia trachomatis

Grafico de caja de nimero de parejas sexuales vs. resultado reportado de
Chlamydia trachomatis
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Relacion entre la sintomatologia y la infeccidon por Neisseria gonorrhoeae y
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Chlamydia trachomatis

No existe suficiente informacién para determinar que existe diferencia
estadisticamente significativa en la poblaciéon con o sin infecciéon por N. gonorrhoeae en
cuanto a la presencia de secrecidn vaginal (p= 0,685) dolor pélvico (p=0,210 con la prueba
exacta de Fisher) y molestias en la miccion (p=0,685) en la poblacién analizada (Tabla 2). Se
debe puntualizar que con la prueba Chi cuadrado se obtiene que en infeccidén por Neisseria
gonorrhoeae existe una diferencia estadisticamente significativa en cuanto a la presencia de
dolor pélvico (p=0.05) (Tabla 2).

Tabla 2. Frecuencias y heterogeneidad calculada con Chi cuadrado (X2?) y prueba
exacta de Fisher en infeccion por Neisseria gonorrhoeae y Chlamydia trachomatis

relacionandolas con sintomatologia y factores de riesgo.

Neisseria gonorrhoeae Chlamydia trachomatis
Prueba
Infeccion Heterogenicidad exacta Infeccion Heterogenicidad
de Fisher
i Si | No Si
Caracteristicas (%) | (%) X2 df P ¢} (%) No (%)
Dolor pélvico
Si 1 20 0 21
0,210
No 0 79 3,800 | 1 0,05 ’ 0 79
Molestias
miccién
Si 0 14 0 14 No se puede
No 1 85 0,164 1 11 0,685 0,860 0 86 calcular,
Secrecion prevalencia 0%
Si 0o | 14 0 14 de infeccion en
No 1 | 85 0,164 | 1 | 0,685 0,86 0 36 poblacién
Preservativo estudiada
Si 0 | 59 0 59
1,454 | 1 | 0,228 0,410
No 1 40 ’ ’ ’ 0 11
Relaciones
sexuales no
seguras
Si 0 5 0 5
No 1 94 0,053 1| 0.818 0,950 0 95
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Edad de inicio de vida sexual activa, niimero de parejas sexuales

Se analizaron las variables continuas en histogramas y se obtuvo variables de resumen
de las mismas. En la figura 5, se observa el histograma de la edad de inicio de la actividad
sexual, el cual es simétrico, unimodal con una desviacion estandar de 1.678. La edad media
de inicio de actividad sexual es 17.8 afios. En la figura 6, se observa el histograma del nimero
de parejas sexuales, el cual es asimétrico positivo, unimodal, con una desviacion tipica de
1.28. La media de parejas sexuales es 1.76 parejas. El histograma de menarquia (Figura 7) es
ligeramente asimétrico positivo y unimodal con una media de 12.4 afios y una desviacion

estandar de 1.17.

Figura # 5. Histograma de edad de inicio de vida sexual activa
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Figura # 6. Histograma de nimero de parejas sexuales
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Figura # 7. Histograma de edad de menarquia
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CONCLUSIONES

Segun la CDC, la prevalencia de la infeccidn por Neisseria gonorrhoeae para el 2015 es
de 550 casos cada 100,000 personas (0.55%) en Estados Unidos, datos a compararse con la
prevalencia del 1% obtenida en el presente estudio (Price & Bash, 2016). Mientras que en la
infeccién por Chlamydia trachomatis, la CDC estima una prevalencia de 478.8 casos cada
100,000 personas (0.47%) en Estado Unidos, siendo esta ain menor que la prevalencia de N.
gonorrhoeae (Marrazzo, 2016). En este estudio, no se encontraron casos positivos de C.
trachomatis en la poblacidn estudiada. No obstante, se espera realizar una amplificacion de
la recolecciéon de muestras en un siguiente estudio para determinar a mayor escala en una
poblacidon mas heterogénea la prevalencia de infeccidon por N. gonorrhoeae y C. trachomatis.

Un potencial sesgo de este estudio pudo ser la recoleccion de las muestras de forma
inadecuada. A pesar de que se realizé un entrenamiento previo de las participantes, existe la
posibilidad de que las muestras no fueron recolectadas de la primera orina de la mafana. En
este caso, la prevalencia de ambas infecciones puede ser modificada por este factor externo.

Al analizar variables continuas como edad de inicio de actividad sexual, nimero de
parejas sexuales y edad de menarquia, se evidencia el inicio de actividad sexual cada vez mas
temprana al igual que una menarquia cada vez mas temprana. El nimero de parejas sexuales
mantiene una media menor a dos, pero no se descarta esto como un factor de riesgo
importante para contraer estas infecciones.

Para el andlisis de los factores de riesgo y sintomatologia se empled Chi cuadrado y se

complementd con la prueba exacta de Fisher por tratarse de una muestra pequefia. Dado que
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en Chlamydia trachomatis no se encontrd casos positivos, no se pudo realizar calculos en
relacién a sintomatologia y factores de riesgo.

La infeccidn por Neisseria gonorrhoeae y Chlamydia trachomatis en mujeres es en su
mayor parte asintomatica, lo cual se constata con los resultados obtenidos. Con la prueba
exacta de Fisher, el dolor pélvico es descartado como una posible diferencia estadisticamente
significativa entre infectados y no infectados por Neisseria gonorrhoeae.

En cuanto a factores de riesgo se observan resultados contradictorios a lo
recomendado mundialmente, esto es explicado parcialmente debido a la muestra reducida y
a la baja prevalencia de la enfermedad. Se espera encontrar una diferencia estadisticamente

significativa cuando se amplie la muestra en posteriores estudios.

DISCUSION

En los ultimos afios, se han realizado estudios similares al presente proyecto entre los
qgue se encuentran Datta et.al. (2007, Nelson et.al. (2001), Hengel et.al. (2013) y algunos
estudios realizados por la CDC (2014) y United Satates Preventive Services Task Force (2007)
en los cuales se realiza un tamizaje en adultos jovenes y adolescente con una conformacion
demografica, cultural y etnografica distinta.

Algunos autores como Bachmann et.al (2010), Cook et.al. (2005) y Samarawickrama
et.al. (2014) han expuesto técnicas de diagndstico no invasivo molecular para deteccidn de
Neisseria gonorrhoeae y Chlamydia trachomatis. Como se expone entre los objetivos del
presente estudio, se realizd las pruebas de deteccidn de los patégenos empleando pruebas
de amplificacién de DNA con PCR real time. Este estudio pretende a su vez validar la prueba

para aplicarla a un estudio con una mayor muestra.
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Por otro lado, tras este estudio se pretende difundir el protocolo empleado para
mejorar la deteccién de dicha infeccidn. Con ello, potencialmente disminuira el tiempo de
deteccion y las potenciales complicaciones por un diagnéstico tardio. Existen varias
publicaciones que exponen las potenciales complicaciones de la infeccidén por N. gonorrhoeae
y C. trachomatis como los estudios de Gottlieb et.al. (2010), Haggerty et.al. (2010), Kousa
et.al. (1978), Oakeshott et.al. (2010) y Satterwhite et.al. (2011). Esto denota la importancia
del diagndstico oportuno con un tratamiento temprano, demostrando el beneficio potencial
de una prueba de diagnéstico costo efectiva para estas infecciones. En cuanto a uso de este
tipo de pruebas de tamizaje, Gift et.al. (2008) realizé un estudios de costo efectividad del
tamizaje temprano y Schoulden et.al. (2001) analiza el impacto psicosocial del diagnéstico de
C. trachomatis en tamizaje donde se determina que la deteccién y tratamiento temprano es
mucho mas beneficioso.

Como se ha mencionado con anterioridad, existen limitados estudios en cuanto a
tamizaje poblacional en Ecuador para infecciones por N. gonorrhoeae y C. trachomatis.
Algunos estudios como los de Vaca (2014) y Ortiz et.al (2008) estudian la prevalencia de
dichas infecciones en poblaciones especificas. Por otro lado, el MSP Unicamente mantiene
datos epidemioldgicos de otras infecciones de transmisién sexual como VIH. Esto hace
imperativo estudios poblacionales en especial en las poblaciones de alto riesgo.
Consecuentemente, posterior a este estudio piloto se pretende ampliar a una poblacién mas
representativa con lo que se pretende completar en parte este vacio epidemioldgico.

Entre las limitaciones del estudio se encuentra que la muestra escogida puede distar
de la poblacién en general principalmente por el nivel de estudio. Por otro lado, las
participantes del presente estudio cuentan con mayor acceso que la poblacién general a

medicacion, lo cual disminuye potencialmente la cantidad de casos positivos. Asimismo es
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importante resaltar que tratarse de una muestra pequefia con n=100 participantes, la
potencia del estudio disminuye considerablemente y con ello, la posibilidad de encontrar
casos positivos. Se debe resaltar que el presente estudio es piloto y que se realizara una

recoleccion ampliada de participantes con lo que se espera corregir estas limitaciones.
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ANEXO A: ENCUESTA DE CONOCIMIENTOS, ACTITIDES Y

PRACTICAS SEXUALES — MUJERES

| cédigo: 2015-001T

ANEXO 1.

ENCUESTA DE CONOCIMIENTOS ACTITUDES Y PRACTICAS SEXUALES - MUJER

Prevalencia de infeccién por Chlamydia trachomatis y Neisseria gonorrhoeae en
jovenes asintomaticos entre 18 y 25 aiios. Estudio piloto

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

coépico [ ][ ].
1. Edad: Dl:] afos

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

41 s1[_] 42 No[ ].

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

5.1 SI[_] 52 No[_].

6. Durante el Gltimo mes ;ha presentado molestias al orinar?
6.1 SI[ | 62 NO[ |.
ACTITUDES Y PRACTICAS SEXUALES
7. A que edad tuvo su primera relacién sexual DD anos
8. Cuantas parejas sexuales ha tenido hasta el momento actual : [:H:] .
9. Durante su tultima relacion sexual su pareja utilizé preservativo?

9.1 s1[_| 9.2 No [ .

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

10.1 SI[_] 10.2 NObl:].
FECHA dia/mes/afio [ [ J-[ ][ J-[_ ][]

Modificado a partir de: Loayza MF & Ramirez PA, 2005. Prevalencia de Chlamydia trachomatis en poblacién joven asintomética de
estudiantes universitarias de la ciudad de Quito. Tesis de Licenciatura en Bioanalisis. PUCE.
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ANEXO B: FORMATO DE REPORTE DEL INFORMADOR

[ Cddigo: 2015-001T ]

ANEXO 3.
INSTRUCTIVO DE RECOLECCION DE MUESTRA DE ORINA

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

FORMULARIO DE RECOLECCION DEL INFORMADOR

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

cobigo [ J[ [ 1.
1.FECHA dia/mes/afio [ [ J-[ [ J-[_J[_].

RESULTADO REPORTADO

Chlamydia trachomatis
2.1 POSITIVO [ |. 2.2NEGATIVO [ _|. 2.3 INVALIDO [ ].

Neisseria gonorrhoeae
3.1 POSITIVO [ |. 3.2NEGATIVO [ |. 3.3 INVALIDO [ ].

ANALISTA RESPONSABLE:

Modificado a partir de: Loayza MF & Ramirez PA, 2005. Prevalencia de Chlamydia trachomatis en poblacién joven asintomatica de
estudiantes universitarias de la ciudad de Quito. Tesis de Licenciatura en Bioanélisis. PUCE.
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ANEXO C: CONSENTIMIENTO INFORMADO

| Codigo 2015-001T —l

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 modificado

Titulo de la investigacién: Prevalencia de infeccién por Chlamydia trachomatis y Neisseria gonorrhoeae
en hombres y mujeres asintomdticas entre 18 y 25 afios. Estudio piloto
Organizacién 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

Saulo Erazo

Valeria Apolo

* DESCRIPCION DELESTUDIO &

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 explicacion)

Este formulario incluye un resumen del propdsito de este estudio. Usted puede hacer todas las preguntas
que 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 investigacion cuyos objetivos son determinar la prevalencia de
infeccién por Chlamydia trachomatis y Neisseria gonorrhoeae, en poblacion joven asintomatica de estudiantes
universitarios. Los criterios de inclusion de las participantes del estudio seran:

1) Mujer u hombre con edad entre 18 y 25 aiios

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

3) Registrado en universidad o que se encuentre cursando estudios de educacion superior

Los criterios de exclusidn serdn quienes no cumplan los criterios de inclusién o no otorguen su
consentimiento de participacion.

PI’OpéSitO del estudio (incluir una breve descripcidn del estudio, incluyendo el nimero de participantes, evitando términos técnicos e
incluyendo solo informacidn que el participante necesita conocer para decidirse a participar o no en el estudio)

Este estudio busca establecer la prevalencia de infeccion por Chlamydia trachomatis y Neisseria gonorrhoeae
en una muestra representativa de 400 universitarios entre 18 y 25 aiios de una institucion de educacion
superior de la ciudad de Quito. Determinar la existencia de esta infeccién en md”eres sm\Smtomas es muy
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importante para prevenir complicaciones como enfermedad pélvica inflamatoria (infeccion generalizada de
érganos reproductores femeninos) e infertilidad.

Asimismo, conocer la prevalencia de estas infecciones en nuestra poblacién es trascendental porque no ha
sido estudiado con anterioridad o se tiene pocos datos al respecto. En este caso, dado que las pruebas de
deteccion en el mercado de dichas infecciones son costosas y poco efectivas, se pretende desarrollar una
prueba de deteccion rdpida en la USFQ que sea costo-efectiva.

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

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

Inicialmente, la participante se entrevistarad de forma privada con una investigadora entrenada durante
aproximadamente 10 minutos, tiempo en el que se discutird su posible participacion en el estudio y se le
informara el propdsito del estudio, riesgos, beneficios, derechos y formas en las que se precautelard su
informacidn personal si decide participar en el estudio. En aceptacidn la participante firmard el
consentimiento informado.

Si la participante decide participar en el estudio de forma voluntaria, durante 10 minutos se le explicard el
proceso de recoleccion de la muestra en casa, llenard una encuesta andnima de conocimientos, actitudes y
practicas sexuales y se le entregara el frasco estéril para la recoleccién de la muestra.

La recoleccién sera de primera orina de la mafiana en un frasco estéril con un volumen méximo de 20mL. Las
muestras serdn recolectadas en casa, el tiempo de la recoleccién dependerd de la habilidad de la
participante. Una vez obtenida la muestra, la participante la transportard a la USFQ, donde entregard la
muestra a una investigadora para su procesamiento. Para el transporte, la muestra no requiere refrigeracion,
preservacion, u otro tipo de cuidado. Todas las muestras serdn etiquetadas con cédigos para posteriormente
notificar a la participante de forma privada y confidencial los resultados obtenidos.

La muestra serd procesada en los laboratorios de la USFQ. Dado que la prueba de deteccidn es experimental,
los resultados serdn entregados en el plazo méximo de 3 semanas a partir de que se recibe la muestra.

Riesgos y 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 como el investigador minimizara estos riesgos; incluir ademads los beneficios tanto para los participantes
como para la sociedad, siendo explicito en cuanto a cémo y cudndo recibirdn estos beneficios)

Riesgos:

Se debe mencionar que los posibles riesgos son la posible incomodidad del paciente al realizar la recoleccién
de la muestra o durante el llenado de la encuesta respectiva. Para minimizar los riesgos, la participante serd
debidamente entrenada durante la entrevista para la recoleccién de una muestra de orina de la primera
mafiana en un frasco estéril de 20mL. Ademas, durante la encuesta se realizardn preguntas que considerardn
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 serdn
codificados.

Beneficios:

Version 3 21 de agosto de 2015

o




36

Codigo 2015-001T —|

Los resultados parciales y completos de relevancia clinica serdn reportados a los participantes. 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 desarrollara y realizard una prueba de
deteccion de Chlamydia trachomatis y Neisseria gonorrhoeae a menor costo que las disponibles en el 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 creard nueva tecnologia para
beneficio social. Es necesario resaltar la colaboracién del Sustainable Science Institute (SSI) en el desarrollo de
la tecnologia y difusion 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
que nadie conozca su identidad ni tenga acceso a sus datos personales:

1) La informacién que nos proporcione se identificard con un cédigo que reemplazard su nombre y se guardard
en un lugar seguro donde solo el investigador tendran acceso.

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

3) Su nombre no serd mencionado en los reportes o publicaciones.

4) El Comité de Bioética de la USFQ podré tener acceso a sus datos en caso de que surgieran problemas en
cuando a la seguridad y confidencialidad de la informacién 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. Ademds 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 recibird ninglin pago ni tendrd que pagar absolutamente nada por participar en este estudio.

Informacién 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@usfq.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@usfq.edu.ec
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Consentimiento informado

Comprendo mi participacion 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 decision 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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