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I. RESUMEN

El propdsito de este trabajo de tesis fue realizar la estandarizacion y validacion de la técnica
de reaccion en cadena de la polimerasa (PCR) multiplex, punto final para el diagndstico
simultdneo de Chlamydia trachomatis, Neisseria gonorrhoeae y Virus del Papiloma
Humano (VPH) en muestras cervicales de mujeres trabajadoras del servicio sexual. Se
utilizaron muestras confirmadas por PCR-Tiempo Real del agente de interés, cepa
liofilizada ATCC y ademas muestras de otros estudios como controles positivos y

negativos.

La finalidad del proyecto fue aportar una alternativa al diagnostico simultaneo de estos tres
agentes etiologicos de Infecciones de Transmision Sexual (ITS) adaptando la técnica en el
area de Biologia Molecular para lograr una mayor cobertura y reducir costos. El estudio se
llevé a cabo en dos fases, la primera consistié en estandarizar de forma individual y luego
simultanea los segmentos diana de Acido Desoxirribonucleico (ADN) de C. trachomatis,
N. gonorrhoeae y virus del papiloma humano y en la segunda fase se valido la técnica
utilizando muestras cervicales de 203 trabajadoras del servicio sexual que asisten al Centro
Especializado de ITS No. 2 de la zona 3 a su control rutinario y de un banco de ADNSs de
otro estudio de VPH.

En forma paralela se efectué la confirmacion de los resultados del PCR mdltiplex
convencional con un PCR en tiempo real (Fast Track Diagnostics), No. de catadlogo FTD
12-96/12 que fue catalogada como el Estandar de oro para esta comparacion. Los datos
obtenidos se introdujeron en una tabla 2x2 con la finalidad de obtener la evaluacion de

validez y fiabilidad de la prueba de PCR mdltiplex convencional.

La estandarizacion se basé principalmente en proporcionar condiciones optimas como lo
son el perfil de los ciclos de amplificacion (la temperatura y tiempo), pureza del material
genético, concentracion de los cebadores y concentracion de MgCl,, las cuales fueron

fundamentales para lograr amplificar el material genético de los agentes etiologicos de ITS.



La validacion se constituyo en alcanzar el funcionamiento de esta técnica para demostrar la
presencia de los tres agentes simultdneamente en muestras cervicales de trabajadoras del
servicio sexual, y para conocer la factibilidad de esta técnica en detectar juntamente los tres
microorganismos se desarrollo la evaluacion de la validez (sensibilidad y especificidad) y
fiabilidad (valores predictivos positivos y valores predictivos negativos) del PCR maltiplex
convencional, determinando por separado para cada agente tres tablas de 2x2. Se obtuvo
para C. trachomatis una sensibilidad de 100% y una especificidad de 89%, para N.
gonorrhoeae una sensibilidad de 100% y una especificidad de 84% y por ultimo para VPH
una sensibilidad de 41% y una especificidad de 93%. Estos resultados estadisticos
alcanzados nos revelan que la técnica de PCR-multiplex convencional al ser utilizada para
la deteccion de infecciones mixtas para detectar a C. trachomatis y N. gonorrhoeae es
altamente sensible; sin embargo, al estar presente VPH la sensibilidad para detectar este

agente disminuye significativamente.

En la validacion de la técnica de PCR mdltiplex para el diagnéstico simultdneo de C.
trachomatis, N. gonorrhoeae y virus del papiloma humano, los resultados obtenidos
revelan que no presenta una sensibilidad y especificidad comparables al método de
referencia para los tres agentes en conjunto, por lo tanto no se valida la hipdtesis planteada

en este estudio.



Il. INTRODUCCION

Las Infecciones de Transmision Sexual (ITS), causadas por Chlamydia trachomatis y
Neisseria gonorrhoeae son causas comunes de enfermedades transmitidas sexualmente las
que constituyen una de las mayores causas de morbilidad en mujeres sexualmente activas
(Flores, 2000). La presencia de Virus del Papiloma Humano (VPH) se considera como el
factor de riesgo mas importante para el desarrollo de céncer cervical (Arroyo, Zetina,
Villeda, Guerra, Gravitt, Daniel, Kindilien & Shan, 2008), estos problemas de salud que en
ocasiones suelen ser de dificil diagnostico y aunque existen varios métodos para
diagnosticar estas enfermedades, algunos ofrecen resultados en periodos de tiempo
prolongado (Cabral, Cruz, Ramos & Ruiz, 2006).

La técnica de Reaccion en Cadena de la Polimerasa Multiplex (PCR-M por sus siglas en
inglés), es relativamente simple que amplifica fragmentos especificos del &cido
desoxirribonucleico (ADN) de varios microorganismos que estén presentes en la muestra
recolectada (Alvarez, 2004). La PCR mdltiple requiere pequefias cantidades de ADN
blanco para obtener los mas altos niveles de amplificacién de secuencias especificas, estas
caracteristicas hacen de la PCR multiplex un instrumento sumamente Util no solamente en

la investigacion sino también en el diagnostico in vitro (Dorado, 2005).

En el presente trabajo de investigacion se desarrollaron y validaron los procesos de
estandarizacion de la PCR multiplex para el diagndstico simultdneo de tres agentes
etiologicos de ITS en 203 muestras cervicales de trabajadoras del servicio sexual que
acuden al centro de salud No. 2 zona 3 de la ciudad, los cuales son C. trachomatis, N.
gonorrhoeae y Virus del Papiloma Humano, empleando los reactivos necesarios para llevar
a cabo la técnica de PCR multiplex y paralelamente se realiz6 una comparacion con otro
método diagndstico (PCR en tiempo real, Fast Track Diagnostics) en un lapso de cinco
meses, con la finalidad de determinar su sensibilidad, especificidad, valor predictivo
positivo y negativo de la PCR multiplex. Con la adaptacion de esta técnica en el laboratorio
se buscd obtener una alternativa en el diagndstico de las ITS que dara lugar a una mayor

cobertura en el servicio en este tipo de pruebas.



IIILANTECEDENTES

A. Generalidades
En general existe escasa informacion sobre la magnitud y tendencias de las
Infecciones de Transmision Sexual (ITS), y Guatemala no es la excepcion. La
Organizacion Mundial de la Salud (OMS) estim6 que en 1999 ocurrieron en todo el
mundo 340 millones de casos nuevos de ITS curables. Para América Latina y el
Caribe se estimaron 38 millones (11%) (Rembert, 2007).

En Guatemala las ITS son atendidas por el Ministerio de Salud y Asistencia Social
(MSPAS), sobre todo a través de clinicas de profilaxis sexual en Centros de Salud
(CS), estas atienden basicamente a las Trabajadoras del Comercio Sexual (TCS), de
su area de influencia, servicios que con frecuencia no demanda la poblacion general.
La actividad de vigilancia de ITS mas comln es la notificacion de casos por un
sistema de notificacion universal, basado en el reporte sindromico de casos. Esto se
ha complementado con diferentes estudios realizados en poblaciones que viven en
contexto de vulnerabilidad (Rembert, 2007).

En Ameérica Latina, la epidemia del Virus de la inmunodeficiencia humana (VIH) se
mantiene estable en general, la transmision del VIH sigue siendo mas amplia en
poblaciones en mayor riesgo y vulnerabilidad, como las transgénero femeninas, los
hombres que tienen sexo con hombres, y las trabajadoras sexuales. Para el 2010 se
estima que en la region Centroamericana, existian 100,081 casos acumulados de
VIH y VIH avanzado. La mayor parte de casos se concentra en Honduras (28,292);
El Salvador (24,098) y Guatemala (22,260) seguidos por Panaméa (16,243), Belice
(5,175) y Nicaragua (4,742). La epidemia de VIH en la regidn, se concentra
principalmente en hombres que tienen sexo con hombres, transgénero femeninas y
trabajadoras sexuales (Aguilar, Alvarez, Arambl, Castillo, Figueroa, Huaman,
Mendizéabal, Morales, Osuna, & Rosales, 2013).



Al igual que el VVIH, la sifilis continta siendo un problema de salud publica, debido
a su frecuencia y a las complicaciones derivadas del diagnostico tardio. Aunque en
Ameérica Latina no hay notificacion obligatoria de casos de sifilis, diversos estudios
han documentado prevalencias en diferentes grupos poblacionales. Las guias de
vigilancia de segunda generacion propuestas por la OMS promueven ademas del
monitoreo de VIH e ITS, monitorear de cerca los comportamientos vinculados al
VIH, contar con informacién bioldgica y de comportamiento resulta crucial para el
disefio, la implementacién y evaluacion de programas de control de VIH e ITS
(Aguilar, Alvarez, Arambu, Castillo, Figueroa, Huaman, Mendizabal, Morales,
Osuna, & Rosales, 2013).

La informacion proveniente del sistema pasivo de vigilancia es escasa y adolece de
marcadas inconsistencias, a lo que se suma el hecho de que muchas personas que
padecen unas ITS se automedican o solicitan sistematicamente consejo fuera del
sistema nacional de atencion, lo que dificulta el mantenimiento de los sistemas de
vigilancia (Rembert, 2007).

En Guatemala, la implementacion la clinica de Vigilancia Centinela de las
Infecciones de Transmision Sexual (VICITS) inicia en julio del afio 2007, con la
apertura de un sitio -VICITS- para mujeres trabajadoras sexuales en el Centro de
Salud No. 2 en zona 3, como clinica especializada de las ITS, seguido por la
apertura en 2008 del Centro de Salud de Puerto Barrios. En 2010 se agregan dos
nuevos sitios, uno en la ciudad de Guatemala en la Fundacion Marco Antonio
(FUNDAMACO), para la atencion de hombres que tienen sexo con hombres y otro
sitio en el Centro de Salud de la ciudad de Quetzaltenango para mujeres
trabajadoras sexuales. Ese mismo afio se incluye de manera diferenciada entre las
poblaciones para la vigilancia a las transgénero. En 2013 se inicia con la vigilancia
en las personas con VIH (PVIH), en la Clinica No. 12 del Hospital Juan José Ortega
Coatepeque, Quetzaltenango; este sitio constituye la tercera clinica de atencion

integral mas grande del pais (Flores, Gonzalez, & Mendizabal, 2014).



En pocas areas de las enfermedades infecciosas, se han producido descubrimientos
y cambios en su epidemiologia, como en el caso de las ITS durante las pasadas tres
décadas, a pesar de la era de antibioticos las ITS bacterianas permanecieron
epidémicas y en adicion con las de “nueva” generacién, como el herpes genital,
clamidiosis y VPH/condilomas acuminados en una primera etapa (Cabral, Cruz,
Ramos, & Ruiz, 2006).

En general las ITS tienen consecuencias mas graves para las mujeres que para los
hombres. En ellas con frecuencia las ITS son asintomaticas o cursan con escasa
sintomatologia, lo que determina una tardanza en la busqueda de un diagnostico
certero. El diagnostico exacto es mas dificil en la mujer que en el hombre debido a
que la sintomatologia es menos especifica, ademas existe mayor riesgo de
complicaciones, ocasionando secuelas graves y permanentes en su salud sexual,
durante el embarazo, al feto y/o a el recién nacido y porque las pruebas de
diagnostico microbiologico son menos sensibles (Cabral, Cruz, Ramos, & Ruiz,
2006).

La mayoria de ellas afectan a personas entre 15 y 49 afios, en plena etapa productiva
y reproductiva. Las ITS muestran un incremento en el riesgo de la transmision del
Virus de la Inmunodeficiencia Humana (VIH) (Cabral, Cruz, Ramos, & Ruiz,
2006).

La relacion que existe entre la infeccion por ITS y VIH es que en las personas que
con VIH la severidad de las manifestaciones clinicas en las ulceraciones genitales es
mayor, por ejemplo, se pueden dar con frecuencia manifestaciones atipicas de
chancro blando, sifilis y herpes genital. Otro aspecto importante es que la historia
natural de algunas ITS y el tiempo de tratamiento se modifican de acuerdo con el

grado de inmunodeficiencia de la persona (Rembert, 2007).

Las ITS funcionan como alarma temprana aln entre aquellas poblaciones en las que

el VIH todavia no es tan coman. Un aumento de los casos de ITS puede servir para



llamar la atencion acerca del potencial de diseminacion de la infeccion por VIH.
Esto debido a que las ITS curables indican que la persona ha tenido relaciones
sexuales sin proteccion, y pudo haber estado con mdltiples parejas sexuales
(Rembert, 2007).

Debido a que la infeccion por VIH toma varios afios en presentarse como
enfermedad sintomatica, el impacto de la epidemia no se observa hasta un tiempo
después en que la prevalencia de la infeccién comienza a aumentar. Las ITS en

cambio muestran el cuadro clinico en menos tiempo (Rembert, 2007).

Las ITS y el VIH comparten varias caracteristicas en comun:
e Vias de transmision
e Estrategias de promocion y prevencion

e Seguimiento por parte de los programas de control

Hay evidencia que sugiere un incremento en la severidad de las manifestaciones
clinicas y en la infectividad de diversas ITS, también una respuesta reducida los
regimenes terapéuticos convencionales en personas infectadas por VIH. Lo mas
importante es el efecto facilitador de las ITS en la transmision del VIH. Se ha
observado que las ITS pueden incrementar de 2 a 10 veces su transmision (Rembert,
2007).

A partir de los afios setenta se describieron mas agentes patdgenos (bacterianos y
virales) que afectan a los drganos sexuales, tanto bacterianos como virales,
constituyendo en la actualidad el grupo mas numerosos de infecciones en muchos

paises del mundo (Cabral, Cruz, Ramos, & Ruiz, 2006).

Su distribucién no es Unica y varia en todas las areas geograficas, algunas en
descenso y control, sobre todo en paises desarrollados gracias a campafias de control

basadas en un mejor diagnostico y tratamiento. Por el contrario, en algunos paises



en vias de desarrollo tienen caracter epidemico, afectando gran parte de la poblacion
(Cabral, Cruz, Ramos, & Ruiz, 2006).

La Organizacion Mundial de la Salud propone llamarlas Infecciones del Tracto
Reproductivo (ITR) que abarca a los érganos sexuales del hombre y la mujer y que
son causadas por microorganismos que normalmente estan presentes en el tracto
reproductivo, o que son introducidos desde el exterior durante el contacto sexual o
durante procedimientos médicos (Cabral, Cruz, Ramos, & Ruiz, 2006).

En los afios 90 se ha observado un nuevo repunte en las cifras de ITS, que se ha
asociado a:
e Modificacion en los microorganismos; evolucién natural de éstos y
resistencia a antibioticos
e Modificacion en las costumbres sociales y familiares; desarrollo
socioeconémico, mayor libertad y tolerancia, mayor ocio Yy poder
adquisitivo, emancipacion de la mujer, mayor poblacién joven, falta de
educacion sanitaria y sexual
e Mayor movilidad de la poblacion: dispersion de los microorganismos
(Martinez & Cabezdn, 2003)

Asi, paralelamente a este aumento de las cifras, también ha aumentado la
preocupacion, tanto sanitaria como social, por el problema de las ITS, conscientes
de que éstas forman uno de los grupos de patologias mas influenciadas por las
actitudes, los comportamientos, la promiscuidad, factores sociales, psiquicos y
comunitarios muy particulares, debido a su vinculacién con el ambito sexual, la
capacidad reproductiva, la autoestima de la persona y el rechazo de los demas
(Martinez & Cabezdn, 2003).

Por tanto, para lograr una prevencion de las ITS es fundamental la educacion
sanitaria, que debe ir dirigida a:

e Poblacién general



e Grupos de alto riesgo: trabajadoras del servicio sexual, homosexuales,
adictos a drogas por via parenteral, alcohdlicos, promiscuos, poblacion
privada de libertad y migrantes

e JoOvenes que se inicien en las relaciones sexuales (e incluso a nifios en las
escuelas)

e Personal sanitario que se encarga de las ITS (Martinez & Cabezon, 2003)

B. Agentes etioldgicos de infecciones de transmision sexual
La epidemia de las ITS se desarrolla a traves de una dinamica de interrelacion de los
agentes patdgenos, el comportamiento de los grupos poblacionales en los que se
desarrolla y los esfuerzos para prevenirla. Las redes sociales y sexuales que
condicionan la epidemia se ubican en los subgrupos de poblacion caracterizados por
un alto intercambio de parejas sexuales y un pobre contacto con el sistema de salud
(Rembert, 2007).

El estudio de una epidemia de ITS empieza por identificar la existencia de
segmentos de la poblacion que tienen actividad sexual. Una persona sana y
sexualmente activa deberad exponerse a otra infectada, pero para que este encuentro
ocurra tendran que interactuar factores ecologicos (alta densidad poblacional y
migraciones), de comportamiento (tener multiples parejas sexuales, con
comportamientos de riesgo e infectadas, consumo de alcohol y drogas, realizar
practicas sexuales de alto riesgo como relaciones anales sin proteccion) y biolégicos
de alta capacidad infecciosa como estadio de la enfermedad y presencia de otras
ITS, susceptibilidad como ectopia cervical, falta de circuncision masculina y el

lugar anatémico de exposicion (Cabral, Cruz, Ramos, & Ruiz, 2006).

En los ultimos decenios, la morbilidad y mortalidad de la poblacion adolescente-
joven, ha variado sustancialmente ya que las enfermedades fisicas no suelen ser la
principal causa de mortalidad. Por el contrario, los problemas principales de salud
suelen estar asociados a comportamientos y practicas que podrian ser evitables. La

identidad sexual exige, al mismo tiempo, una buena concepcidn del rol sexual y una



cierta comprension de la propia sexualidad, para lo cual han de reconocer y aceptar
su nuevo cuerpo desarrollado y la imagen corporal, también es cuando han de
especificar la orientacion del deseo sexual ya que es en ese momento de la vida que
van a iniciar determinados comportamientos y précticas sexuales, como los

primeros contactos coitales (Pérez, 2005).

Pero, un porcentaje considerable de este grupo de poblacion, empieza a tener
relaciones sexuales que podrian ser de riesgo, sin disponer de informacion exacta
acerca de la salud sexual y reproductiva, corriendo el peligro de encontrarse con
embarazos no planificados e ITS. Determinadas préacticas sexuales son consideradas
como nuevas por lo que actualmente es necesario buscar la presencia de agentes

etiologicos de ITS en vagina, ano, uretra y boca (Pérez, 2005).

Las enfermedades de transmision sexual histéricamente han sido un problema de
salud. Ademas de provocar lesiones en el sitio de contagio, muchas de ellas tienen
manifestaciones sistémicas importantes que hacen necesario que el personal de
salud posea el conocimiento tanto de sus complicaciones como de su diagnaostico.
Existen varios agentes etiologicos de ITS de los que se eligieron solamente tres para
llevar a cabo este estudio: Chlamydia trachomatis, Neisseria gonorrhoeae y Virus

del papiloma humano.

1. Chlamydia trachomatis
En décadas recientes, Chlamydia trachomatis ha sido reconocida como uno de
los microorganismos que se ha extendido y transmitido sexualmente. Las
infecciones por C. trachomatis son asociadas regularmente con ciertos sindromes

genitales inespecificos tanto en hombres como en mujeres (Bolafios, 1990).

En mujeres esto puede causar uretritis, cervicitis, enfermedades de inflamacion
pélvica (por ejemplo, endometritis y salpingitis) y las secuelas de estas
condiciones, tal como infertilidad, embarazo ectopico y dolor pélvico crénico. En

hombres la infeccién con C. trachomatis puede causar uretritis y epididimitis, lo
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cual puede raramente resultar en estenosis y disminucion de la fertilidad. A los
neonatos que pasan a través del canal uterino de una mujer infectada se les
pueden desarrollar infecciones, principalmente conjuntivitis y neumonia (Genc
& Mardh, 1996).

C. trachomatis fue visualizada por primera vez en 1907 por Halberstaedter y
Prowazek, en raspados de conjuntiva tomados de orangutanes que habian sido
inoculados con material obtenido de pacientes con tracoma (Bolafos, 1990).

Sustituyendo la tediosa técnica usando saco vitelino la cual consumia mucho
tiempo y era muy dificil de aplicar a gran escala, Gordon y Quan describieron el
procedimiento del cultivo celular para el aislamiento de los agentes causantes de

tracoma y conjuntivitis por inclusion (Bolafios, 1990).

1.1 Taxonomiay ciclo de desarrollo
La familia Chlamydiceae es un grupo de parasitos intracelulares obligados,
caracterizada por un ciclo de desarrollo Gnico comun a todos los miembros
de la familia, por lo que pertenecen a un mismo orden, los Chlamydiales
(Bolafios, 1990).

Han recibido una gran variedad de nombres los cuales fueron aceptados por
mucho tiempo. EI término aceptado hoy en dia, proviene del que
originalmente propusieron en 1907 Halberstaedter y Von Prowazek, quienes
observaron inclusiones intracitoplasmaticas en células provenientes de
raspados conjuntivales de pacientes con tracoma, describiéndolas como
“animales envueltos en una capa o mano” y por ello adjudicaron el nombre
“Chlamydozoae”, que proviene de la raiz griega “chlamys”, cuyo significado

alude al estar cubierto con capa (Bolafios, 1990).

Solo se conocen dos especies diferentes: C. trachomatis que es inhibida por

sulfonamidas y produce inclusiones citoplasmaticas que se tifien con yodo y

11



C. psittaci que no es inhibida por sulfonamidas y no produce inclusiones que
se tifien con yodo (Bolafios, 1990).

Chlamydia actta de manera que forma un grupo de parésitos intracelulares
obligados incapaces de sintetizar adenosiltrifosfato (ATP) considerados
inicialmente como virus y relacionados con las bacterias Gram negativo
(Bolafios, 1990).

Sin embargo, difiere del virus por las siguientes caracteristicas:

e Como bacterias poseen 4acido ribonucleico (ARN) y 4&cido
desoxirribonucleico (ADN)

e Se multiplican por fision binaria y los virus se replican

e Poseen paredes celulares parecidas a las bacterias con peptidoglicano
y &cido muramico

e Poseen ribosomas y los virus no

e Poseen enzimas metabdlicamente activas y algunos pueden sintetizar
folatos

e Su crecimiento puede ser inhibido por drogas antimicrobianas
(Bolafios, 1990)

El ciclo de desarrollo en ambas especies comienza con la infeccién de una
célula por el cuerpo elemental, que es la fase extracelular del
microorganismo y posee tres fases mayores; la primera es adherencia y
penetracion del cuerpo elemental en el citoplasma de la célula huésped, la
segunda es la transformacion del cuerpo elemental en el cuerpo reticulado y
la tercera y ultima es la formacién de la progenie de cuerpos elementales
(Bolafios, 1990).

El cuerpo elemental es la minima unidad infectante es un cuerpo pequefio,
denso y esférico de 0.2 a 0.4 um de didmetro, rodeado por una pared celular
rigida similar en aspecto y composicion a las bacterias Gram negativo.

Contiene ADN y ARN, el cual estd organizado compactamente en una
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estructura central de nucleétidos y tanto en la C. trachomatis como en C.
psittaci se encuentran en una molécula circular cerrada, con un peso
molecular de 660 x 10° Daltones. Esta molécula podria proporcionar
informaciébn  de aproximadamente 600 proteinas diferentes 'y
aproximadamente una cuarta parte de la cantidad proporcionada por el
genoma de Escherichia coli (Bolafios, 1990).

La particula infecciosa (cuerpo elemental) se adhiere a la membrana celular
de la célula huésped susceptible induciendo fagocitosis activa, mediante un
contacto intimo entre la célula huésped y el cuerpo elemental, utilizando

receptores sensibles a tripsina (para C. psittaci) (Bolafios, 1990).

Luego de la fagocitosis de la célula huésped, el cuerpo elemental es rodeado
por la membrana invaginada de dicha célula para formar el cuerpo de
inclusion. Durante las primeras 12 horas postinfeccion, el cuerpo elemental
aumenta gradualmente de tamafio hasta formar una estructura de 0.7-1 pum
de diametro. Este inicialmente es un cuerpo reticulado, rodeado por una
doble membrana y contiene numerosos ribosomas. Veinte horas después de
la infeccion comienza la fisidn binaria, donde el nucleo de la célula huésped
ha sido desplazado por los cuerpos reticulados que llenan el citoplasma. De
30 a 40 horas después de iniciado el ciclo, puede observarse la progenie de
los cuerpos elementales dentro de la inclusion; algunos de los cuales estan
maduros y otros se encuentran en estado intermedio de desarrollo. La
multiplicacion continGa por varias horas, durante las cuales se produce gran
namero de cuerpos elementales. Asi los cuerpos de inclusion intracelulares
contienen grandes cuerpos reticulados no infecciosos y cuerpos elementales
en diferentes estadios de su desarrollo. Estos representan microcolonias
bacterianas intracelulares. Después de 48 horas de iniciada la infeccién, la
célula hospedera sufre ruptura liberando cuerpos elementales y comenzando

asi un nuevo ciclo infeccioso (Bolafios, 1990).
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La infeccion se acompafia de cambios notables en el metabolismo de la C.
trachomatis y de la célula huésped. EIl cuerpo elemental pierde su densa
estructura nucleoide preparatoria para la transcripcion y duplicacion.
También desaparece la pared celular. La iniciacion del desarrollo depende de
la presencia de mitocondrias funcionales en las células infectadas y de las
funciones nucleares activas. C. trachomatis ademas utiliza los depésitos
totales de pirimidina y purina solubles en &cido de su huésped para la sintesis
de su propio ARN (Bolafios, 1990).

Las actividades enzimaticas de los cuerpos elementales de C. trachomatis
incluyen ARN-polimerasa ADN dependiente, que es inhibida por
rifampicina. Aunque las clamidias utilizan enzimas para el metabolismo de
la glucosa, luego de la glucosa-6-fosfato, la hexoquinasa es una enzima del
huésped. Las clamidias ademéas son incapaces de sintetizar ATP y otros
fosfatos de alta energia, por lo que se les denomina “parasitos de energia”
(Bolafios, 1990).

Durante el desarrollo de los cuerpos elementales en el cuerpo reticular hay
una biosintesis activa de ADN. EIl contenido de ARN de las células
infectadas por C. psittaci aumenta gradualmente y llega al maximo de 20
horas. Las enzimas codificadas estan involucradas en la biosintesis de
membrana del cuerpo reticulado. En C. trachomatis el glucégeno es
sintetizado durante un periodo de 10 horas, comenzando 20 horas después de
la infeccion. Con la sintesis de la pared celular se producen cuerpos
elementales y se completa el ciclo. El tratamiento con penicilina inhibe el

desarrollo de los cuerpos reticulados (Bolafios, 1990).

La pared celular se asemeja a la de una bacteria Gram negativo. Sin embargo
contiene una cantidad alta de lipidos, peptidoglicano y tal vez acido
muramico. La formacién de la pared celular es inhibida por penicilinas y

cicloserina, sustancias que inhiben la sintesis de peptidoglicano en las
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bacterias. EI ADN estd distribuido en todo el citoplasma en particulas
grandes y la mayoria de ARN esté distribuido en los ribosomas (Bolafios,
1990).

Las propiedades de tincién de C. trachomatis dependen del estadio del
desarrollo que tenga. Los cuerpos elementales se tifien de parpura con la
tincién de Giemsa y rojo con la tincién de Machiavelo, en contraste con el
color azul del citoplasma de la célula huésped (Bolafios, 1990).

C. trachomatis es negativa o parcialmente positiva a la reaccion de Gram por
lo que no es util para identificar inclusiones formadas por dicho

microorganismo (Bolafios, 1990).

1.2 Epidemiologia
Este agente causa una gran variedad de infecciones tanto en hombres como
en mujeres y recién nacidos. La edad, el nimero de parejas sexuales, la
situacion socioecondmica y preferencia sexual constituyen  factores
predictivos en las infecciones por C. trachomatis. Las tasas de infeccion
genital parecen estar en relacién inversa a la edad y positivamente
relacionadas con el nimero de parejas sexuales. Las mujeres sexualmente
activas menores de 20 afios, tienen una tasa de infeccion por C. trachomatis
dos a tres veces mas altas que las incidentes en mujeres mayores. En forma
similar, la tasa de infeccidn uretral en adolescentes varones es superior a la
de los adultos. El riesgo de infeccidbn aumenta con el nUmero de parejas
sexuales. Algunos estudios han relacionado el aumento en el riesgo de
infecciones por C. trachomatis con el factor étnico y una baja situacion
econdmica. La prevalencia de infecciones uretrales por C. trachomatis entre
homosexuales es de aproximadamente la tercera parte de la prevalencia entre
los heterosexuales vistos en las clinicas de enfermedades de transmision

sexual que tienen infecciones rectales (Bolafios, 1990).
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Existen dos sindromes asociados a C. trachomatis comunes en hombres: la
uretritis no gonococcica (UNG) y la orquiepididimitis aguda. En forma
consistente se ha aislado C. trachomatis de un 50% de hombres con
epididimitis aguda, habiéndose demostrado que este microorganismo es la
causa principal conocida de la epididimitis aguda en hombres menores de 35
afios (Bolafios, 1990).

El nimero anual de casos de uretritis no gonocéccica en los Estados Unidos
de América se estima en 2.5 millones y la prevalencia de uretritis a C.
trachomatis en pacientes asintomaticos es de 3-12% (Bolafios, 1990).

En el ambito nacional el nimero de casos de ITS, notificados al Sistema de
Informacién Gerencial en Salud (SIGSA) de forma sindrémica, muestra un
incremento entre 2006 y 2008, reportando 65,908 casos en el Gltimo afio
(Alvarez, Flores, Garcia, Lopez, Miller, Miranda, Paz, & Samayoa, 2011)

La uretritis post gonorrea es la uretritis persistente, resultado de una doble
infeccion (clamydia y gonococo) en una persona tratada solo para gonorrea.
C. trachomatis puede provocar proctitis, particularmente en homosexuales y
debe distinguirse de otros agentes casuales como N. gonorrhoeae y virus
herpes simplex. Las manifestaciones clinicas incluyen dolor, diarrea,

hematoquezia, descarga purulenta y ulceraciones (Bolafios, 1990).

El sindrome de Reiter es una enfermedad sistémica en el hombre constituida
por uretritis, conjuntivitis y artritis, pero con mayor frecuencia uretritis y
artritis (Bolafos, 1990).

La prevalencia de infeccidn cervical por C. trachomatis varia entre un  3-

5% en mujeres asintomaticas y un 16-38% en mujeres que asisten a las

clinicas de enfermedades de transmisién sexual (Bolafios, 1990).
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Algunos estudios han demostrado que este agente juega un papel muy
importante en desdrdenes del sistema reproductor femenino. Esto incluye
embarazo ectopico, enfermedad pélvica inflamatoria e infertilidad. Una
prevalencia alta de anticuerpos contra C. trachomatis ocurre en mujeres con
aborto recurrente (57.6%) en comparacion con mujeres infértiles (44.2%)
(Bolafios, 1990).

La salpingitis ocurre mas frecuentemente en mujeres jovenes y en edad
reproductiva. Las secuelas de salpingitis incluyen enfermedad pélvica
inflamatoria, hidrosalpinx, infertilidad, absceso ovarico, embarazo ectopico
y el Sindrome de Fitz-Hugh-Curtis. En la literatura de los paises
escandinavos se describieron muchos estudios apoyando a C. trachomatis
como principal agente etiolégico en salpingitis aguda. Investigadores
estadounidenses han aislado C. trachomatis del cérvix de un 5-20% de

mujeres con diagnostico de salpingitis aguda (Bolafios, 1990).

Aproximadamente un 25-30% de mujeres con infeccion por N. gonorrhoeae
también tienen infeccion por C. trachomatis. Las mujeres que tienen otras
enfermedades de transmision sexual, tales como tricomoniasis y vaginosis

tiene un riesgo alto de adquirir C. trachomatis (Bolafios, 1990).

La infeccion del cérvix por C. trachomatis puede o no manifestarse
clinicamente, aunque comlUnmente se representa con una descarga
mucopurulenta endocervical y ectopia del cuello de la matriz. Los efectos de
una infeccion persistente en las células epiteliales del cérvix son
desconocidos. Varios estudios mantienen el concepto de que C. trachomatis
es usualmente asociada con atipia celular, incluyendo atipia metaplasica y

cambios sugestivos de displasia (Bolafios, 1990).

El linfogranuloma venéreo es una enfermedad de transmision sexual

provocada por los serotipos L1, L2 y L3 de C. trachomatis que afecta a
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hombres y mujeres. Cuando no es tratada puede progresar a tres diferentes
estadios. La lesién primaria aparece en los genitales 3-30 dias después del
contacto sexual. Se forman péapulas, erosiones o Ulceras no dolorosas. El
estadio bubdnico es el segundo, el cual se caracteriza por marcada
linfadenopatia, durante el cual los bubones pueden supurar y formar fistulas.
Aparece obstruccion linfatica en el tercer estadio con presencia de

Linfogranuloma venéreo (Bolafios, 1990).

El tracoma consiste en una inflamacién crénica de la conjuntiva y de la
cornea secundaria a C. trachomatis. Los sintomas tempranos incluyen
conjuntivitis folicular (no es muy dolorosa), inflamacion de parpados
(inferior y superior) e irritacion ocular. La secuela potencial de ceguera del
tracoma incluye distorsion del parpado, triquiasis y entropion. Estas pueden
causar ulceracion corneal seguido de pérdida de la vision. El tracoma es la
causa mas comun de ceguera en ciertas partes del mundo. Existe la creencia
que se adquiere por contacto indirecto (manos, ropa y toalla). El contacto
directo de ojo a ojo, también ha sido propuesto como posible forma de

transmision (Bolafios, 1990).

2. Neisseria gonorrhoeae
Neisseria gonorrhoeae es un diplococo Gram negativo que forma parejas y
colonias oxidasa positivas las cuales utilizan la glucosa por lo que se diferencia
de otras neisserias y ademas tiene como Unico hospedero al hombre. Este agente
causa gonorrea que es una infeccion e inflamacion del epitelio cilindrico y de

transicion de la mucosa uretral y vias genitales (Martinez & Cabezén, 2003).

La gonorrea esta ampliamente distribuida en el mundo y se le reconocié desde
tiempos biblicos. Galeno en el afio 130 antes de Cristo acufid el término gonorrea
(que significa en griego salida de flujo o semilla) por la impresion errénea de
considerar a la secrecion purulenta una espermatorrea. N. gonorrhoeae fue

identificada por primera vez en 1879 por Albert Neisser a partir de exudados de
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pacientes con uretritis y oftalmia neonatal. El aislamiento in vitro de la bacteria
lo realizaron Leistikow y Loeffler por primera vez en 1882. En 1884 Hans Gram
un bacteridlogo Danés facilita la identificacion tintorial del agente causal. En
1885 Bumm logré cultivos puros de este microorganismo y demostrd la relacion
etiolégica mediante la inoculacion en personas voluntarias y en el mismo afio
Trevisan emple6 el nombre definitivo de N. gonorrhoeae para esta bacteria (Dore
& Gonzélez, 2009).

2.1 Morfologia
El género Neisseria estd formado por 10 especies siendo N. gonorrhoeae
patdogeno humano estricto. La especie bacteriana N. gonorrhoeae esta
constituida por diplococos con forma de rifion o de grano de café Gram
negativo no maviles, no esporulados y con un didmetro aproximado de 0.6 a

0.8 mm (de manera individual) (Dore & Gonzélez, 2009).

El gonococo es un germen muy labil al calor, temperaturas de refrigeracion y
a diversos antisépticos. La superficie mas externa de su estructura esta
compuesta por fimbrias que son consideradas como factores de virulencia.
También es sensible a la desecacion y en condiciones ordinarias puede
resistir poco tiempo a la exposicion al aire (de 1-2 horas) (Dore & Gonzélez,
2009).

N. gonorrhoeae contiene en su citoplasma varios plasmidos, 95% de las
cepas poseen un plasmido pequefio “criptico” con un peso molecular de 2.4
x 10° de funcién desconocida, otros dos plasmidos con pesos moleculares de
3.4 x 10° y 4.7 x 10° contienen genes que codifican para la produccién de -
lactamasa responsable de la resistencia a la penicilina. Estos plasmidos son
transmisibles de un gonococo a otro por conjugacion. Cabe destacar ademas
que entre 5 y 20% de los gonococos contienen un plasmido con peso
molecular de 24.5 x 10° con los genes que codifican para la conjugacién
(Dore & Gonzalez, 2009).
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Cabe destacar que los gonococos son patdgenos invasores de mucosa; sin
embargo, deben evitar el riesgo de ser eliminados por la descamacion de las
células epiteliales (vaginales, bucales) y el flujo de los liquidos (flujo
vaginal, secrecion salival), ademas se encuentra a merced de la accion de los
anticuerpos 'y deben resistir a la destruccion de los leucocitos
polimorfonucleares. Por otra parte, los gonococos se desplazan del lumen de
la mucosa a la submucosa en el curso de la infeccidn y algunas cepas pueden
invadir la sangre. Esto depende de los factores de patogenicidad y su
estructura antigénica (Dore & Gonzélez, 2009).

Como cualquier bacteria, N. gonorrhoeae se reproduce asexualmente por
divisién binaria. Esta division no es completa ya que no se separan los
tabiques o septos de cada una de las células que se originan y de alli que se
dispongan en pares. Este diplococo es inmdvil, aerobio y/o anaerobio
facultativo y crece mejor a una temperatura que oscila entre 35-37°C, en una
atmosfera entre 3-5% de CO, y con un pH entre 7.2 y 7.6. Los gonococos
experimentan autolisis rapida cuando se exponen al aire del ambiente, a la
desecacion, luz ultravioleta, sales de plata, fenol y calor hiimedo a 55°C. Se
diferencian de otras especies de Neisseria por su capacidad de transformar la
glucosa, pero no la maltosa, sacarosa, lactosa, fructosa y manosa en acido a
través de la prueba de agar con tripticasa de cistina (CTA) y por su respuesta

positiva en las pruebas de oxidasa y catalasa (Dore & Gonzéalez, 2009).

La transmision ocurre principalmente por la via sexual, durante el parto si la
madre estuviese contaminada y contacto de las secreciones infectadas con
los ojos. La gonorrea se clasifica entre las mas comunes infecciones de
transmisién sexual en el mundo. La bacteria tiene predileccion por el epitelio
columnar de la uretra y endocérvix. De hecho, en las mujeres el cérvix es el
primer sitio usual de infeccion. Otros sitios no genitales que también son

afectados son el recto, la faringe y la conjuntiva. EI microorganismo no
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puede infectar a las células del epitelio escamoso que recubre la vagina
después de la pubertad. Las pacientes sintomaticas experimentan
generalmente flujo vaginal, disuria y dolor abdominal. Entre el 10-20% de
las mujeres se observa una infeccion ascendente, con salpingitis, absceso

tuboovérico y enfermedad inflamatoria pélvica (Dore & Gonzélez, 2009).

2.2 Epidemiologia

El Unico huésped natural para N. gonorrhoeae es el ser humano. Las tasas de
prevalencia e incidencia de gonorrea se han relacionado a factores como
edad, sexo, preferencia sexual, raza, estatus socioeconémico, estado civil,
area de residencia y nivel de educacion; factores que al mismo tiempo
influyen en la conducta sexual, el comportamiento de la enfermedad y la
accesibilidad a servicios de salud. Entre los individuos sexualmente activos,
las mayores tasas de esta infeccion ocurren en adolescentes, indigentes,
personas con bajo nivel educativo, ciudades grandes y en personas solteras,
particularmente si viven solas. Estas personas constituyen el “foco” o los
“transmisores eficientes”, quienes juegan un papel peligrosamente
significativo en lo que respecta a la diseminacién de la enfermedad
(Dahinten, 1998).

Existen evidencias que la diseminacién de la gonorrea, al igual que la de la
sifilis y el chancroide, esta relacionada con la epidemia de adiccion a
cocaina, asi como en el intercambio de sexo por drogas ilegales como el
crack y la cocaina. La incidencia de gonorrea es mayor en hombres, mientras
que la prevalencia es mayor en mujeres. La tasa de prevalencia continda tan
alta en las mujeres estadounidenses, que se ha establecido la rutina de
realizar cultivos endocervicales para detectar casos de gonorrea en mujeres
asintomaticas adultas, o en aquellas que se consideran de alto riesgo debido a
su conducta sexual o a los factores demogréaficos. Sin embargo, debe
prestarse mucha atencion a la notificacion de la pareja sexual, lo cual es mas

efectivo para el control de la gonorrea que los cultivos endocervicales de
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rutina, que resultan dificiles y no se centran en el verdadero “transmisor
efectivo” (Dahinten, 1998).

El Unico y mas importante axioma acerca de la epidemiologia de esta
enfermedad es que la gonorrea usualmente es diseminada por portadores que
no tienen sintomas o que ignoran sus sintomas. Generalmente los pacientes
sintomaticos, hombres o mujeres, han sido infectados por este tipo de
portadores, quienes deben ser contactados y tratados, para prevenir la
reinfeccion. Los pacientes con gonorrea asintomatica deben ser entrevistados
cuidadosamente para identificar a sus contactos sexuales recientes, quienes
deben ser examinados y tratados en caso de presentar infeccion (Dahinten,
1998).

El riesgo de infeccién por gonorrea difiere de acuerdo con el sexo de los
individuos. Se ha estimado que el riesgo de transmisién de N. gonorrhoeae
de una mujer infectada a la uretra de su pareja masculina es de
aproximadamente 20% por cada exposicion y se incrementa entre 60% y
80% después de cuatro exposiciones. Aungue el riesgo de transmision de
hombre a mujer ha sido menos estudiado, se estima que es de
aproximadamente 50% por contacto sexual y se incrementa a mas de 90%

después de tres exposiciones (Gonzalez & Salas, 1997).

3. Virus del papiloma humano

Los papiloma virus son una familia de virus de doble cadena de ADN de mas o
menos 8000 pares de bases, son particulas icosaédricas sin envoltorio, de
aproximadamente 55nm. Muestran una marcada predileccion para infectar
células epiteliales y han sido aislados en un amplio espectro de huéspedes.
Algunos papiloma virus infectan epitelios cutaneos mientras otros prefieren las
mucosas epiteliales. EI genoma del virus se divide en tres regiones: la LCR o
“Long Control Region”, el origen de la replicacion viral, y dos regiones que
codifican los genes E de “Early” y L de “Late” (Chiovatero, 2010).
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Los genes E son esenciales para conquistar la célula huésped asi como para la
produccion de la progenie viral. Los genes L codifican para las proteinas del
capside viral. La infeccion se establece en las células basales del epitelio
escamoso, estas células estdn normalmente protegidas por varias capas celulares.
El acceso a las células basales se da por microtraumas que las exponen, o bien en
la region de la unién escamo-columnar donde éstas estdn normlamente expuestas.
El mecanismo de penetracion celular todavia no es claro, hay indicios de que
podria ser via heparan sulfato y ciertas estructuras celulares “integrina” que
tapizan las células basales. La replicacion viral asi como la formacién del virion

se dan en el estrato terminal del epitelio (Chiovatero, 2010).

Las células de esta capa normalmente estan desprovistas de la maquinaria
necesaria para la replicacion del ADN, pues habiendo alcanzado su madurez son
sacadas del ciclo de division celular y son incapaces de mantener la replicacion
del genoma viral. Por lo tanto, el esfuerzo del virus es asegurar que la celula
diferenciada mantenga los mecanismos necesarios para la replicacion viral; en
practica ha logrado una estrategia de replicacion que desacopla la proliferacion y
la diferenciacion celular. Este mecanismo produce las lesiones hiperproliferativas
conocidas como verrugas. A su vez cuando el mecanismo de replicacion comete
errores, se producen lesiones malignas que pueden comprometer la salud del
huésped. Dependiendo del tipo de lesion el virus se clasifica como de bajo riesgo
(verruga o bien condiloma acuminata) o de alto riesgo (neoplasia intraepitelial
cervical -NIC-) (Chiovatero, 2010).

El evento caracteristico que define una cepa de alto riesgo es la integracion de
parte del genoma viral al ADN celular, si bien la integracién no ocurre en un
lugar especifico del cromosoma del huésped en cambio sigue un patron
especifico con respecto al genoma viral. EI segmento minimo retenido incluye a
los genes L1, LCR, E6, E7 y E1. Consistentemente hay abrogacién del gen E2,

este codifica para una proteina que, entre otras funciones, actia como represor de
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E6y E7. La pérdida de E2 por lo tanto permite un aumento en la codificacion de
E6 y E7 que son factores de malignidad (Chiovatero, 2010).

El objetivo principal del virus es tomar el control de la célula diferenciada, que
normalmente se encuentra en un estado de quiescencia, para devolverla a su
estado replicativo. Para el efecto se necesita deshabilitar los controles del ciclo
celular y el virus lo logra actuando principalmente sobre la pRB (proteina del
retinoblastoma), la p53 y la telomerasa. La pRB actia en el ciclo celular
inhibiendo el factor de transcripcién E2F indispensable para la transcripcion de
genes necesarios para la sintesis de ADN. El control sobre la pRB normalmente
es llevado por una quinasa dependiente de ciclina que fosforila la pRB
inactivandola, lo cual permite que la E2F se mantenga en su estado activo e
iduzca el paso de G1 a S en el ciclo celular. En su forma no fosforilada la pRB se
liga a E2F inhibiéndola y mantiene la célula fuera del ciclo de division en GO
(Chiovatero, 2010).

El producto proteico de E7 actua sobre pRB inhibiéndolo y por lo tanto mantiene
la célula en constante division. La p53, llamada asi por su peso molecular, se
dispara cuando detecta un dafio celular o bien una sintesis aberrante de ADN.
Cuando la célula se encuentra en G1 actla deteniendo el ciclo celular
interviniendo sobre el complejo ciclina-cdk que regula la actividad de pRB,
permitiendo asi intervenir sobre el ADN vy repararlo. O bien puede disparar la
apoptosis via FASL cuando detecta una sintesis incorrecta de ADN. La vida
media de la p53 es breve y se degrada constantemente por medio de la
ubiquitina-quinasa acelerando la ubiquitinacion de la p53 y por lo tanto
aumentando sus protedlisis. El resultado de la accién de las dos oncoproteinas
virales E6 y E7 es descontrolar los puntos de control de la replicacion celular
permitiendo no solo un retorno de la célula diferenciada en el ciclo celular sino

que células aberrantes continten su division y se perpetten (Chiovatero, 2010).
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Los cromosomas en las células normales estan protegidos en sus extremidades
por secuencias de G que se repiten en tdndem, o bien telomeros. En cada division
celular estas estructuras se acortan y la telomerasa se encarga de repararlas. Las
células diferenciadas no posee normalmente actividad telomerasica, por lo tanto
pueden dividirse solamente un nimero limitado de veces antes que los telomeros
se acorten a una longitud critica y las células se saquen de la fase proliferativa.
La proteina viral E6 incrementa la actividad telomerasica permitiendo que la
célula se mantenga en el ciclo de division celular. Por si solas las proteinas
virales no son suficiente causa para determinar los procesos cancerosos, pero
estan asociadas al descontrol que provocan en las células y a eventos que pueden
desencadenar cambios malignos a nivel celular son los causantes de los procesos

cancerosos (Chiovatero, 2010).

Los virus del papiloma humano (VPH) son un grupo de mas de 100 virus
relacionados. Algunos de ellos se asocian a con papilomas genitales que son
tumores benignos no cancerosos y de alli se deriva su nombre. Algunos VPH se
asocian con ciertos tipos de cancer y se denominan VPH oncogénicos, de alto
riesgo o carcinogénicos. Algunos tipos de VPH se consideran de bajo riesgo
porque raramente causan lesiones que terminen en cancer. Los tipos de VPH de
alto riesgo transmitidos sexualmente incluyen los tipos 16, 18, 31, 33, 35, 39, 45,
51, 52, 56, 58, 59, 66, 68, y 73 (Torres, 2011).

Estos causan crecimientos anormales en el cuello del cérvix que usualmente son
planos y casi invisibles, comparados con las verrugas externas asociadas con los
VPH de bajo riesgo: VPH 6 y 11. Los tipos 16 y 18 en conjunto causan
aproximadamente el 70% de los casos de cancer cervical. No obstante, la
mayoria de infecciones por VPH de alto riesgo se eliminan espontaneamente y
no causan cancer. EI VPH es un agente que causa infeccion extraordinariamente
comuan, es mas, se considera como la enfermedad de transmision sexual mas
frecuente. Casi cada persona sexualmente activa se expone por lo menos una vez,

si no mas, a uno de los 15 virus carcinogénicos. Una persona infectada con VPH
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facilmente deja de estarlo, no se sabe por qué o cdmo la mayoria de las
infecciones se resuelven espontdneamente. El problema radica en la persistencia
del VPH, no en la prevalencia puntual del VPH, ya que la persistencia se vincula
con la progresion hacia pre-cancer. Por lo que el mayor problema de los casos
persistentes de VPH es la pérdida de seguimiento, ya que, en condiciones ideales,
una mujer infectada debe ser evaluada a los seis meses (Torres, 2011).

Asi mismo, en 1999 se descubre que la infeccion por VPH puede persistir
algunas veces por muchos afios, con o sin causar anomalias celulares o displasia

que incrementan el riesgo de desarrollar cancer cervical (Torres, 2011).

3.1 Epidemiologia
La Organizacion Panamericana de la Salud -OPS- estima que el 79% de los
casos de cancer cervical se encuentran en paises en vias de desarrollo y que
en América Latina se producen de 5 a 6 muertes por cada 100,000 mujeres.
Para el caso concreto de Guatemala, el cancer de cérvix es la tercera causa
de muerte por cancer en personas mayores de 30 afos, siendo la primera
causa de mortalidad en mujeres y corresponde al 50% de neoplasias

femeninas (Garcia & Véasquez, 2008).

En dos centros de toma del Papanicolaou, Instituto de Cancerologia
(INCAN) y Asociacion Pro Bienestar de la Familia de  Guatemala
(APROFAM), reportan aproximadamente 5% de los casos algun tipo de
lesion intraepitelial de bajo y alto grado cervical; de estos casos el 30% de
los casos se evidencia el VPH debido a las imagenes patoldgicas

denominadas coilocitosis (Garcia & Véasquez, 2008).

En diversos paises han investigado la presencia del VPH vy los serotipos de
alto riesgo, pudiendo iniciar diversas medidas preventivas como la
aplicacion de la vacuna bivalente o tetravalente dependiendo de la frecuencia

de los virus. Los estudios en cada region geografica de las variantes
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intratipo, son importantes para establecer una base de datos sobre la
diversidad y patogenicidad de distintas especies, tipos y variantes de VPH,
que ayude al disefio y optimizacion de protocolos de tratamiento y
vacunacion (Garcia & Vasquez, 2008).

El cancer de cérvix es de impacto sobre la vida de millones de mujeres
alrededor del mundo, particularmente aquellas de paises en desarrollo. De
acuerdo a estimaciones de la Organizacion Mundial de la Salud, ocurren un
total de 529,000 casos nuevos de cancer cervicouterino y 275,000 muertes
cada afio. Aproximadamente el 83% de casos nuevos ocurren en paises en
vias de desarrollo en donde constituye la principal causa de muertes por
cancer en mujeres mayores de 35 afios. La incidencia de cancer en la
mayoria de paises es muy baja antes de los 25 afios, aumenta entre los 35 y
40 y llega a su maximo en mujeres entre los 50 y 60 afios de edad. El cancer
cervical resulta en la pérdida de aproximadamente 3.02 millones de afios
potenciales de vida y 3.28 millones de afios ajustados por discapacidad
(Garces, 2010).

En Guatemala se ha reportado en un estudio realizado en el periodo de mayo
2007 a abril del 2008 en pacientes que asistieron a los departamentos de
colposcopia de APROFAM y del INCAN los siguientes datos; de 99
muestras 45(45.45%) lesiones de bajo grado, 28 (28.28%) lesiones de alto
grado, y 26 (26.26%) de cancer invasor. De estos casos se detectaron virus
de alto riesgo en 66 muestras (66.66%). EI VPH de alto riesgo fue detectado
en 24 casos de 32 (75%) de lesiones de bajo grado, en 17 casos de 33
(73.9%) de lesiones de alto grado y en los 25 casos (100%) de los casos de
cancer invasor. EI VPH de alto riesgo mas frecuente fue el tipo 16, detectado
en el 50% para lesion escamosa intraepitelial de bajo grado, 50% y en lesién
escamosa de alto grado el 47.06% y para cancer invasor el 60%. El resto de
virus detectados de alto riesgo fueron seguin su orden de frecuencia 58, 18,
59, 53, 31, 51, 39, 56, 33, 66 y 52. Los VPH de alto riesgo en este estudio se
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encontraron en todos los casos de cancer del cérvix y el tipo 16 fue el mas
frecuente por lo que generd la recomendacion para las maximas autoridades
de salud de nuestro pais, gestionar la vacunacién contra el VPH ya que
protegeria contra el VPH 16 y 18 (Garcia & Vasquéz, 2008).

Las regiones del mundo mas afectadas por el cancer cervicouterino son las
méas pobres, como América Central y Sudamérica, el Caribe, Africa
subsahariana. Se estima que cada afio ocurren cerca de 80,000 casos nuevos
de cancer cervicouterino y 36,000 muertes prevenibles en América Latina.
Existen diferencias marcadas entre las subregiones de las Américas.
Aproximadamente 1.4 millones de mujeres en todo el mundo viven con
cancer cervical. Este estimado refleja una acumulacion de casos y el hecho
de que pocas mujeres reciben tratamiento. Adicionalmente y basado en la
epidemiologia conocida del céancer cervicouterino, hay actualmente
aproximadamente siete millones de mujeres con lesiones precancerosas que

necesitan ser diagnosticadas y tratadas (Garcés, 2010).

Si no se detecta y trata de manera oportuna, el cancer cervicouterino es casi
siempre fatal. En paises en desarrollo, la tasa de mortalidad es tres veces
mayor que la de paises desarrollados. La muerte de una madre compromete
la salud de la familia de manera dramatica, especialmente la salud de los

nifios. Sin embargo, estas muertes son prevenibles (Garcés, 2010).

El prevenir la exposicidn a subtipos de alto riesgo de VPH por medio de la
vacunacion seria la forma mas efectiva y logisticamente mas sencilla de
evitar la infeccion. La vacuna, de reciente creacion, podria salvar a cientos
de miles de mujeres de este padecimiento, la mayor parte de ellas en los
paises pobres. La vacuna debe administrarse durante la adolescencia y esta
planeada originalmente para mujeres, pero en un futuro proximo su uso
podria extenderse a los hombres cuando estén en edad de iniciar su vida

sexual. Aunque la vacuna ya esta disponible en Guatemala, el alto costo de
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la vacuna, la hace inaccesible para la gran mayoria de mujeres guatemaltecas
(Garcés, 2010).

Los antigenos en los dos tipos de vacunas para el VPH (bivalente y
cuadrivalente) actualmente disponibles protegen contra los subtipos 16 y 18,
mientras que otros subtipos oncogénicos responsables de aproximadamente
el 30% de la carga de la enfermedad restante, no son cubiertos. La vacuna
cuadrivalente (Gardasil, Merck & Co, Inc, Whitehouse Station, NJ USA)
también provee proteccion contra las verrugas genitales debidas a los
subtipos 6 y 11 (Garcés, 2010).

Las vacunas comercialmente disponibles no van a erradicar completamente
los casos de cancer cervical en Guatemala, ya que no protege con los
genotipos aislados en estudios recientes, aungue si se tiene acceso a la
vacuna, la misma es recomendable para adolescentes y mujeres virgenes ya
que cualquier mujer que tenga relaciones sexuales estd en riesgo de
infectarse con VPH (Torres, 2011).

C. Métodos tradicionales de diagndstico
Chlamydia trachomatis: los métodos que eran aceptados en la época de los afios 90
para la seleccion de la infeccion eran el cultivo celular y diferentes pruebas para la
deteccién de antigenos. Por ejemplo, en el frote directo se usan anticuerpos
fluorescentes para la deteccion de cuerpos de inclusion y los resultados debian ser
comparados con los obtenidos por cultivo. Los inmunoensayos con enzimas no
habian sido evaluados como las pruebas de inmunofluorescencia y la importancia de
la existencia de laboratorios de control regional, para monitorizar el desarrollo de
estas y otras pruebas para la deteccidn de antigenos ademas se debia aconsejar sobre

las aplicaciones mas apropiadas y problemas de control de calidad (Bolafios, 1990)

La tincidn con inmunoperoxidasa (PAP) para la identificacion de este agente emplea

anticuerpo monoclonal primario especifico para todos los serotipos conocidos; asi
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como otros reactivos de unién y marcaje necesarios para realizar un procedimiento
sensible de peroxidasa-antiperoxidasa y por Gltimo la determinacién de anticuerpos
IgG e IgM especificos es de poco valor en el manejo clinico de rutina y se le
considera basicamente una herramienta de investigacion. La sonda de hibridacién
(PACE 2 ensayo) se han convertido en la prueba de deteccion mas ampliamente
utilizada. Mientras que sus costos son razonables, la sensibilidad de este ensayo es
menor que de los ensayos de amplificacion. Recientemente, muiltiples ensayos de
amplificacion que permiten una mayor sensibilidad y aumento de la estabilidad de
muestras en comparacion con los antiguos métodos de diagndstico se han vuelto
disponibles (Chapin, Landers, Lauderdale, & Thorneycroft, 1999).

Neisseria gonorrhoeae: para la identificacion del gonococo desde los afios 80 se ha
empleado la tincion o coloracion de Gram luego en los afios 60 se introduce el test
de anticuerpos fluorescentes para la identificacion de esta especie sin embargo afnos
maés tarde se desarrolla el medio de cultivo selectivo con antibidticos para favorecer
el crecimiento confirmando la identificacion con pruebas bioguimicas. De esa época
a la actualidad han existido modificaciones en los medios de cultivo para favorecer
el crecimiento es por eso que las técnicas de cultivo poseen un mayor grado de

sensibilidad respecto a los analisis microscépicos (Dore & Gonzélez, 2009).

Virus del papiloma humano: la deteccidn de la infeccién por este agente puede

realizarse mediante distintos métodos lo que se clasifican en tres grupos:

Grupo No. 1: diagnostico morfologico el cual se basa en la identificacion
morfologica de las alteraciones citopaticas producidas por el virus en las células
escamosas, las cuales pueden observarse tanto en el examen citologico como en el

estudio histologico.

Grupo No. 2: deteccion de proteinas del virus que se conocen cominmente como

métodos inmunohistoquimicos.
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Grupo No. 3: deteccion de secuencias gendmicas del virus también denominadas
técnicas de Biologia Molecular, las cuales consisten en un analisis cualitativo del
ADN. Todas ellas se basan en la deteccion especifica de secuencias de ADN en
tejido o bien en tomas de material procedente del area a estudiar (cérvix) y
permiten, por lo tanto, identificar el tipo de virus presente en la lesion (Castafio, &
Estrada, 2012).

En la actualidad los laboratorios de diagndstico clinico estan recurriendo al empleo
de técnicas avanzadas como lo son los métodos de genética molecular para
evidenciar la presencia de estos agentes, dejando atras algunos de los métodos
tradicionales antiguamente empleados. EI avance de nuestro conocimiento de la
genética molecular ha permitido el desarrollo de tecnologias nuevas y
revolucionarias que facilitan el anlisis detallado de los genes normales y anomalos.
La aplicacion de estas técnicas ha incrementado la comprension de los procesos

moleculares a todos los niveles, del gen al microorganismo (Thompson, 2006).

La base fundamental de una de las técnicas de Biologia Molecular (reaccion en
cadena de la polimerasa) consiste en las caracteristicas de la estructura quimica del
ADN vy su replicacién semiconservativa. Es decir, de acuerdo al modelo del ADN
que es un polimero formado por dos cadenas complementarias (cadenas
antiparalelas), constituido por unidades de desoxirribonucleotidos de cuatro bases
nitrogenadas. Para duplicarse el ADN se separa en sus dos cadenas
complementarias; asi cada una de ellas sirve de molde o plantilla. Lo que permite
producir un enorme numero de copias de una secuencia de ADN especifica
(amplificarla) (Torres & Baca, 1995).

En la microbiologia, la reaccidon en cadena de la polimerasa se ha utilizado en el
diagnoéstico rapido y preciso de infecciones producidas por bacterias, hongos y
virus, particularmente de aquellos microorganismos dificiles de detectar por analisis

microbioldgico directo y cultivo (Torres & Baca, 1995).
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La sensibilidad de la técnica en la reaccion en cadena de la polimerasa es muy alta
pero presenta algunos inconvenientes, Como son que no es una técnica cuantitativa y
una relativamente alta probabilidad de obtener falsos positivos por contaminacion.
Y para solventar el problema de la cuantificacion se han generado variaciones sobre
el esquema inicial de la reaccion en cadena de la polimerasa, dando lugar a lo que se
conoce como reaccion en cadena de la polimerasa cuantitativa o en tiempo real
(Costa, 2004).

La clave en la reaccion en cadena de polimerasa cuantitativa es la posibilidad de
detectar en tiempo real la amplificacion del genoma de interés. Para llevar a cabo
esta deteccion existen varios métodos pero la mayoria estdn basados en la
utilizacion de otro fragmento de ADN (sonda) complementando a una parte
intermedia del ADN que queremos amplificar. En la PCR tiempo real, los procesos
de amplificacion y deteccion se producen de manera simultanea en el mismo vial
cerrado, sin necesidad de ninguna accién posterior. Ademas, mediante deteccion por
fluorescencia se puede medir durante la amplificacion la cantidad de ADN
sintetizado en cada momento, ya que la emision de fluorescencia producida en la
reaccion es proporcional a la cantidad de ADN formado. Esto permite conocer y

registrar en todo momento la cinética de la reaccion de amplificacion (Costa, 2004).

D. Reaccion en Cadena de la Polimerasa multiplex
1. Analisis de ADN
Las técnicas de Biologia Molecular estan basadas en la manipulacion y deteccién
de gran nimero de moléculas. Dicho con otras palabras, la tecnologia actual no
permite, en general, el estudio de moléculas aisladas o Unicas. Es por ello que
uno de los proyectos de Biologia Molecular consiste en la amplificacion de
secuencias de ADN (Dorado, 2005).

El anélisis de ADN esta desempefiando un papel de creciente importancia en el
refinamiento del diagndstico de las ITS y en las decisiones sobre el tratamiento
(Tom, Kaeda & Bain, 2002).
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La informacion para la produccion de proteinas esta codificada por cuatro bases:
adenina (A), citosina (C), guanina (G) y timina (T). Estas bases se encuentran
distribuidas a lo largo de la “cadena” de azlcares con é&cido fosférico que
conforma la molécula de ADN. ElI ADN que se encuentra en el nicleo de todas
las células eucariotas es una molécula de doble cadena y estas cadenas estan
unidas por puentes de hidrégeno, de forma especifica entre los residuosde Ay T,
y entre los residuos de G y C (Tom, Kaeda & Bain, 2002).

Debido a esto, la secuencia de bases en una cadena de la molécula de ADN (por
ejemplo TAGGTAG) solo tiene una posible pareja en la otra cadena
(ATCCATC). Estas secuencias se denominan complementarias. Las cadenas
presentan polaridad; un extremo es llamado extremo 5 y el otro es el extremo 3.
Las dos cadenas corren en direcciones opuestas (esto es, antiparalelas) (Tom,
Kaeda & Bain, 2002).

La capacidad para manipular el ADN como moléculas recombinantes fue
consecuencia del descubrimiento de las enzimas bacterianas modificadoras de
ADN, en concreto de las enzimas de restriccion. Estas son endonucleasas que
cortan las moléculas de ADN siempre que se presenta una secuencia de bases
especifica y corta. Actualmente se han comercializado mas de 100 enzimas de
restriccion diferentes. Utilizando estas enzimas es posible cortar el material
genético de los nucleos celulares humanos (el genoma humano) en fragmentos
especificos de un tamafio manejable. Con las enzimas modificadoras de ADN
necesarias, estos fragmentos especificos de un tamafio manejable. Con las
enzimas modificadoras de ADN necesarias, estos fragmentos de restriccion
pueden insertarse en vectores de clonacion como plasmidos (Tom, Kaeda &
Bain, 2002).

Los genes pueden ser aislados como moléculas de ADN recombinante clonadas y

asi establecer su secuencia de ADN. El clonado y la secuenciacion del genoma
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humano estdn practicamente completados. La capacidad de amplificar
fragmentos de ADN especificos a partir de pequefias cantidades de material de
partida mediante la reaccion en cadena de la polimerasa se ha convertido en la
base de la mayoria de los analisis de ADN. Debido a que esta técnica es
relativamente simple, répida y barata y requiere solo algunas piezas basicas de
equipamiento de laboratorio, ha abierto el campo de la genética molecular,
permitiendo el acceso al diagnostico molecular lejos de los centros
especializados (Tom, Kaeda, & Bain, 2002).

Reaccion en Cadena de la Polimerasa

La reaccion en cadena de la polimerasa (PCR por sus siglas en inglés) fue
desarrollada por Kary Mullis en los afios ochenta, al que en 1993 le fue
concedido el Premio Nobel de Quimica. La PCR ha revolucionado la genética
molecular, haciendo posible el estudio y analisis de una amplia gama de genes
(Torres & Baca, 1995).

Se considera la PCR como una clonacion in vitro, en el sentido de que se puede
amplificar en un tubo de ensayo una secuencia de ADN determinada millones de
veces y ademas en un tiempo minimo de horas o incluso minutos. La PCR puede
amplificar selectivamente una sola molécula de ADN o ARN varios miles de
millones de veces en periodo de tiempo corto y ha mejorado el diagndstico y el
analisis molecular de las enfermedades génicas. La PCR consiste en una
amplificacién enzimatica de un fragmento de ADN (diana) localizado entre dos
oligonucledtidos (cebadores). Estos cebadores estan disefiados de forma que uno
de ellos es complementario a una cadena de una molécula de ADN en el lugar
opuesto de la secuencia diana. Por tanto, los oligonucledtidos cebadores
flanquean la secuencia diana y sus extremos 3"estan dirigidos hacia la secuencia
diana a amplificar. Después, se usa la ADN polimerasa para sintetizar dos nuevas
cadenas de ADN usando como plantilla la secuencia que se localiza entre los
cebadores (Thompson, 2006).
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En microbiologia resulta muy valiosa la PCR para el diagnostico precoz de
enfermedades infecciosas y en la identificacion de microorganismos ya que
usando los cebadores apropiados pueden amplificarse secuencias especificas que
generan patrones de bandas tipicos de cada especie e incluso de cada género
(Dorado, 2005).

Las cadenas recién sintetizadas de ADN son en si mismas complementarias y
pueden formar una segunda copia de la secuencia diana original. Repetidos ciclos
de desnaturalizacién con calor, hibridacién de los cebadores y sintesis enzimatica
de ADN dan como resultado una amplificacion exponencial de la secuencia diana
de ADN. El resultado es la generacién de un niumero asombroso de copias del
segmento de ADN existente entre los cebadores, hasta que desaparecen por
completo los sustratos (cebador, desoxinucledtidos). Utilizando termocicladores
disefiados al efecto, una ronda de amplificacion requiere sélo unos minutos. De
este modo en pocas horas pueden crearse billones de copias de una molécula de
ADN (Thompson, 2006).

La rapida amplificacién mediante PCR de secuencias especificas puede utilizarse
para facilitar la clonacion de genes a partir de muestras de ADN y para analizar
sus mutaciones. El analisis del ADN generado mediante PCR se puede llevar a
cabo en menos de un dia, facilitando en gran medida el desarrollo y la aplicacion

clinica de muchas pruebas diagndsticas de ADN (Thompson, 2006).

La PCR es una técnica extraordinariamente sensible, que ademas es mas rapida,
barata, sensible y sencilla que cualquier otro método de analisis de los acidos
nucleicos. Permite la deteccién y el andlisis de determinadas secuencias de un
gen en una muestra de un paciente sin necesidad de clonacion ni de
transferencias Southern o Northern. Puede efectuarse andlisis incluso a partir de
las pocas células obtenidas de un enjuague bucal, de una Unica célula obtenida en
un embridn de tres dias constituido por 4-8 células, del esperma recuperado de la

vagina de una victima de violacion o de una gota de sangre seca en la escena del
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crimen. De esta forma la PCR ha eliminado la necesidad de preparar grandes
cantidades de ADN o ARN a partir de muestras de tejidos. La PCR se esta
convirtiendo rapidamente en un método estandar para el analisis de muestras de
ADN o de ARN en laboratorios de investigacion, de diagndstico clinico
molecular y forense (Thompson, 2006).

La amplificacion multiplex es el método que se usa para amplificar mas de un
fragmento simultaneamente durante un proceso de PCR. Los cebadores deben
elegirse de forma que no hibriden entre si y que generen fragmentos de tamafios
diferentes para que puedan separarse adecuadamente por electroforesis en gel. Al
aumentar el nimero de fragmentos que se amplifican a la vez, hay que aumentar
el tiempo de extension que puede ser de hasta varios minutos por ciclo (Buitrago,
2010).

Cuando se realice este proceso deben extremarse las precauciones para
minimizar la formacion de aerosoles y otras posibilidades de contaminacion.
Deben separarse fisicamente las areas del laboratorio donde se efectten la PCR

de aquellas en las que se analicen los productos de la reaccion (Buitrago, 2010).

El método méas empleado para analizar los productos del proceso de PCR es la
electroforesis en gel. Se utilizan geles de agarosa o de poliacrilamida, segun el
tamafo de las secuencias de ADN amplificadas. Los productos de amplificacion
separados en el gel pueden visualizarse directamente con colorantes fluorescentes

como el bromuro de etidio (Buitrago, 2010).

La forma maés frecuente de identificar los productos del proceso de PCR es usar
sondas marcadas en fase solida o en fase liquida. Las sondas pueden marcarse
con isétopos radioactivos o con marcadores no radioactivos. El is6topo
radioactivo mas utilizado para este fin es el *P. Para la rutina de los laboratorios
clinicos se prefieren los marcajes no radioactivos. Se han utilizado sondas de

oligonucleétidos marcadas con ésteres de acridinio, peroxidasa, fosfatasa
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alcalina, digoxina, colorantes fluorescentes y quimioluminiscencia (Buitrago,
2010).

Los productos del proceso de PCR pueden secuenciarse para su deteccion. Tras
eliminar los desoxinucle6tidos y los cebadores que no se hayan utilizado, el
producto de doble cadena podrd secuenciarse por los métodos habituales
(Buitrago, 2010).
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IV.JUSTIFICACION

Con el presente trabajo se pretendié llevar a cabo el disefio y validacion de la técnica de
Reaccion en Cadena de la Polimerasa Mdltiplex (PCR-M) punto final con la finalidad de
realizar el diagndstico simultaneo de Chlamydia trachomatis, Neisseria gonorrhoeae y
Virus del Papiloma Humano (VPH), que ocasionan Infecciones de Transmision Sexual
(ITS).

La determinacion en Biologia Molecular de estos microorganismos suministra valiosa
informacién acerca del diagnostico temprano de estas ITS en personas que han estado en
riesgo de contraerlas y contribuye a la identificacion y control de estos agentes.

La importancia de realizar este esfuerzo en validar la metodologia en PCR multiplex se
debio a que puede ser replicada a nivel nacional y permitir un diagnostico especializado de
estos tres agentes etiologicos de ITS, a costos sustentables para la realidad econdmica del

pais.
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V. OBJETIVOS
A. Objetivo General
Validar la técnica de reaccion en cadena de la polimerasa multiplex para el
diagnostico simultaneo de Chlamydia trachomatis, Neisseria gonorrhoeae y virus

del papiloma humano en muestras cervicales.

B. Objetivos Especificos
1. Estandarizar la amplificacion de forma individual de segmentos diana de Acido
Desoxirribonucleico (ADN) de Chlamydia trachomatis, Neisseria gonorrhoeae
y virus del papiloma humano en muestras cervicales por medio de reaccion en

cadena de la polimerasa.

2. Estandarizar la amplificacion de forma simultanea de segmentos diana de ADN
de Chlamydia trachomatis, Neisseria gonorrhoeae y virus del papiloma humano
en muestras cervicales por medio de reaccion en cadena de la polimerasa

multiplex.

3. Validar el funcionamiento de PCR multiplex en muestras cervicales de
trabajadoras del servicio sexual que asisten al Centro de infecciones de

transmision sexual No. 2 (ITS) de la zona 3 de la ciudad capital.

4. Establecer la sensibilidad, especificidad y valores predictivos de la prueba de
PCR multiplex al compararla con una prueba de referencia comercial (PCR

tiempo real Fast-Track Diagnostics).
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VI.HIPOTESIS
La técnica de Reaccion en Cadena de la Polimerasa (PCR) multiplex para el diagndstico

simultdneo de Chlamydia trachomatis, Neisseria gonorrhoeae y virus del papiloma
humano presenta una sensibilidad y especificidad comparables al método de referencia.
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A. Universo

VIl. MATERIALES Y METODOS

Trabajadoras del servicio sexual que asisten al Centro Especializado de Infecciones

de Transmision Sexual No.2 (ITS) de la zona 3 de la ciudad capital.

1. Muestra

Se evaluaron 203 muestras cervicales de pacientes trabajadoras del servicio

sexual.

2. Recursos humanos

Asesores: Flora Eugenia Arana Figueroa, Ph.D
M.Sc. Gerardo Arroyo Catalan
Presentado por: Br. Robert Samuel Garcia Martinez
Personal profesional y técnico del Centro Especializado de Infecciones
de Transmision Sexual No. 2 de la zona 3 de la ciudad capital
Personal de la Unidad Central de Referencia en Virologia del

Laboratorio Nacional de Salud

B. Materiales

1. Equipo

Campana de Flujo Laminar clase 11
Centrifuga Refrigerada
Congelador de -80°C

Incubadora de 37°C

Mezclador tipo Vortex
Microscopio

Termociclador Applied Biosystem (gene amp® PCR system 9700)
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2. Reactivos

Agua destilada estéril grado PCR

Cebadores (KL1, KL2, HO1, HO3, MY09, MY011)

Cepa liofilizada de N. gonorrohoeae ATCC 49226

Colorantes para la tincién de Gram (cristal violeta, lugol, alcohol acetona
y safranina)

DNA polimerasa

DNTPS (Desoxirribonucledtidos de Trifosfato)

Etanol Absoluto grado reactivo (para almacenamiento de muestras a
-80°C)

Etanol al 70% (para la extraccion de ADN)

MgCl,

Proteinasa K

Solucion de precipitacion

Tampon para lisis TAE

3. Materiales

Cepillos para toma de muestras cervicales (CITOBRUSH)
Fosforos

Gradillas para tubos conicos

Hielera con baterias

Hisopos de madera

Hisopos (PACE?2) para toma de muestras uretrales
Laminillas de vidrio “portaobjetos”

Papel limpia lentes

Papel parafilm

Pinzas

Puntas para pipetas automaticas (5, 10, 50 y 100 uL)
Tijeras

Tubos conicos de 20 mL (FALCON)
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C. Métodos

1. Primera fase: estandarizacion primaria de la técnica de reaccion en cadena de la

polimerasa (PCR).

a. Controles positivos de C. trachomatis: se recolectaron 5 muestras uretrales

de pacientes sintomaticos y que tenian diagndstico de una prueba rapida con

sonda de ADN basada en la técnica de hibridacién de &cidos nucleicos
(PACE2).
b. Verrugas cutaneas: se recolectaron 5 verrugas correspondientes de pacientes

del Centro Especializado de ITS zona 3 como de clinicas periféricas, para

evaluar virus del papiloma humano y con diagnostico de PCR-Tiempo real.

c. Se reconstituyé la cepa liofilizada de N. gonorrhoeae ATCC 49226 para

control interno positivo de la amplificacion.

d. Extracciones del Acido Desoxirribonucleico (ADN): se extrajo de cada uno

de los controles recolectados el ADN de la siguiente manera:

Se extrajo el hisopo y/o cepillo del contenedor limpiandolo
cuidadosamente contra el borde del mismo recuperando la mayor
cantidad de material

Se centrifugd a 12,000 rpm durante cinco minutos

Se descarto el sobrenadante y se agregaron 600 L de la solucion de
lisis celular con Proteinasa k

Se incubo a 55°C durante 24 horas

Se retird de la incubadora y se llevé a temperatura ambiente (37°C)
Se agregaron 300 pL de Solucion de Precipitacion (previamente se
realizaron soluciones de trabajo, transporte, se llevé a cabo la lisis y
precipitacion buffer) y se agitd con vortex durante 20 segundos

Se incubd 5 minutos sobre hielo (10°C)

Se centrifugd a 12,000 rpm a 4°C durante 5 minutos

Se transfirié el sobrenadante en un tubo cdnico de polipropileno
conteniendo 600 pL de isopropanol y se mezcld

Se centrifugd a 12,000 rpm durante 1 minuto
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Cuidadosamente se descartd el sobrenadante y se agregaron 600 pL
de etanol al 70%

Se centrifugd a 12,000 rpm durante 1 minuto

Cuidadosamente se descartd el sobrenadante y se dejo secar al aire el
boton

Se agregaron 100 pL de agua destilada estéril grado PCR

e. Estandarizacion de PCR individual y PCR multiplex: se utilizaron las

muestras previamente descritas para estandarizar el procedimiento de PCR

maltiplex. Se emplearon los siguientes primers KL1, KL2, HO1, HO3,
MY09, MY011.

Chlamydia trachomatis, se utilizaron

KL1: 5’-TCCGGAGCGAGTTACGAAGA-3’

KL2: 5’-AATCAATGCCCGGGATTGGT-3’
Esperando un amplificado de 241 pares de bases (pb).

Neisseria gonorrhoeae, se utilizaron

HOI: 5-GCTACGCATACCCGCGTTGC-3’

HO3: 5'-CGAAGACCTTCGAGCAGACA-3’
Esperando un amplificado de 390 pares de bases (pb).

Amplificacion region L1 del VPH, utilizando los cebadores consenso
MYBO09: 5>-CGTCCAAGAGGATACTGATC-3’

MYB11: 5>-GCACAGGGACATAATAATGG-3’

Esperando un amplificado de 450 pares de bases (pb).

Se procedio a realizar una curva, utilizando el control positivo, para
establecer la mejor concentracion de MgCl, utilizando las siguientes
condiciones:

Volumen final de Reaccion 50 pL

DNA polimerasa 2.0 U Gotag® Hot Start Colorless

Master Mix
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DNTPS 200 mM

Cebadores 0.5 uM

MgCl; 1.5 mM, 2.0 mM, 2.5 mM, 3.0 mM, 4 mM
ADN muestra de 100 a 200 ng

Las amplificaciones fueron procesadas en el termociclador Applied
Biosystems (gene amp® PCR system 9700), el cual llev6 a cabo 40
ciclos. Cada ciclo consto de las siguientes condiciones:
Desnaturalizacién 95°C por 10 minutos

Desnaturalizacion 95°C por 1 minuto

Alineamiento 55°C por 1 minuto 40 ciclos

Elongacion 72°C por 1 minuto

Extension terminal 72°C por 5 minutos

Lectura de la corrida: los productos fueron visualizados en gel de
agarosa al 0.8 y 2%, conteniendo 1% de “gel red”, y se utilizé 100

volts, visualizandolos en un transiluminador de rayos ultravioleta

2. Segunda fase: validacion del funcionamiento del PCR mdltiplex en muestras

cervicales de trabajadoras del servicio sexual.

a. Toma de muestra: se muestred, con un cepillo conico “citobrush”, la porcion

b.

proximal del canal endocervical. El cepillo una vez tomada la muestra se
introdujo en un tubo conico de Falcon con capacidad de volumen de 10 mL
que contenia 2 mL de alcohol absoluto grado reactivo el cual se almacend a
-80°C hasta la realizacion del PCR maltiplex.

Preparacion de la mezcla de amplificacién proporcionando las condiciones

para un PCR multiplex

Volumen final de Reaccion 25 uL
DNA polimerasa 2.0 U
DNTPS 200 mM
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e Cebadores 0.5 uM
e MgCl, 4 mM
e ADN muestra de 100 a 200 ng

Las amplificaciones fueron procesadas en el termociclador Applied
Biosystems (gene amp® PCR system 9700), el cual llevd a cabo 40
ciclos. Cada ciclo consta de las siguientes condiciones:

e Desnaturalizacion 95°C por 10 minutos

e Desnaturalizacion 95°C por 1 minuto

e Alineamiento 55°C por 1 minuto 40 ciclos

e Elongacion 72°C por 1 minuto

e Extension terminal 72°C por 5 minutos

Lectura de la corrida: los productos fueron visualizados en gel de
agarosa al 2%, conteniendo 1% de “gel red” y se utilizd 100 volts,

visualizandolos en un transiluminador de rayos ultravioleta.

c. Los resultados fueron comparados con un PCR en tiempo real (Fast Track
Diagnostics); y se introdujeron en una tabla 2x2 con la finalidad de obtener
la sensibilidad, especificidad y valores predictivos de la prueba de PCR

multiplex al compararla con una prueba de referencia comercial.
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D. Disefio de la investigacion

1. Tipo de estudio: prospectivo y transversal. Estandarizacion de prueba
diagndstica y validacién de la misma.

2. Muestra: el tamafio de la muestra para que sea estadisticamente significativa
utilizando un nivel de confianza de 95% fue de 203 muestras cervicales de
trabajadoras del servicio sexual que acuden al centro de salud zona 3, dato
calculado con el programa Epi-dat 3.1 esperando obtener un limite de error para
la estimacion de 3%.

3. Anadlisis estadistico:

e Los métodos estadisticos que se utilizaron para el analisis de resultados
fueron exactitud o fiabilidad de la prueba diagndstica que se llevo a cabo
elaborando tablas de contingencia de 2x2 realizando una comparacion de
la prueba evaluada con los resultados del método de referencia,
desarrollando las tablas por microorganismos individuales para lo cual se
necesitd una tabla por cada agente a evaluar (tres). Ademas se calculo la
sensibilidad, especificidad y valores predictivos (negativos y positivos)
(ver anexo 1).

e Para la estandarizacion se compararon los resultados de los controles de
C. trachomatis, N. gonorrhoeae y VPH con la prueba estandar de PCR

tiempo real de cada microorganismo Yy se esper0 correlacion del 100%.
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VIIl. RESULTADOS
En la estandarizacion individual y simultanea se observaron bandas de amplificados para C.
trachomatis de un tamafio igual a 241pb (carril 3), para N. gonorrhoeae 390pb (carril 4) y
para VPH 450pb (carril 5). Los fragmentos generados se compararon con el marcador de
peso molecular de 100pb ADN Ladder (carril 1), observar que las bandas de 390pb y 450pb

A
450 pb
400 pb
390 pb
300 pb
200 pb __ 241 pb

Figura 1. Estandarizacion y validacion del PCR-M. A) Estandarizacion individual y simultanea de C.
trachomatis, N. gonorrhoeae y VPH. Carriles: 1. peso molecular 100 pb ADN Ladder; 2. control positivo;
3. ADN C. trachomatis; 4. ADN N. gonorrhoeae; 5. ADN virus del papiloma humano.

B
400 pb 450 pb
390 pb
300 pb
200 pb 241 pb

Figura 2. Estandarizacion y validacion del PCR-M. B) Validacion del PCR-M. Carriles: 1. peso molecular
100 pb ADN Ladder; 2. control positivo; 3. control negativo; 4. ADN C. trachomatis y N. gonorrhoeae; 5y
7. ADN N. gonorrhoeae; 6. ADN N. gonorrhoeae y VPH. 48



(carril 2) se encuentran posicionadas a una distancia préxima como se muestra en la Figura
1 (A). Los productos obtenidos en una de las corridas de la validacion de la técnica de
PCR-M identifican a los tres agentes de manera simultdnea como se ejemplifican en la
Figura 2 (B). Se observaron 4 muestras, una positiva para C. trachomatis y N. gonorrhoeae
(carril 4), dos positivas solo para N. gonorrhoeae (carriles 5 y 7) y una positiva para N.
gonorrhoeae y VPH (carril 6), con el control positivo (carril 2) y control negativo (carril 3).
Todos los productos obtenidos se compararon con el marcador de peso molecular de 100pb
ADN Ladder (carril 1).

Gel de agarosa al 2% con 1% de gel red

400 pb 450 pb
200 pb 241 pb

Figura 3. Validacién del PCR-M convencional vrs PCR tiempo real (Fast-track Diagnostics) Carriles: 1.
peso molecular 100 pb ADN Ladder; 2. control positivo; 3. ADN N. gonorrhoeae y VPH; 4, 6, 7,8 y 9.
ADN N. gonorrhoeae; 5. ADN C. trachomatis y N. gonorrhoeae; 12. ADN VPH; 10, 11, 13, 14, 15y 16.
Negativo.

El revelado de una de las corridas de la validacion del PCR-M convencional se presenta en
la Figura 3, en la cual se aprecia la corta distancia entre el fragmento de ADN de N.
gonorrhoeae y VPH que amplifico para ambos agentes en la misma muestra (carril 3), 5
muestras fueron positivas solo para N. gonorrhoeae (carriles 4, 6, 7, 8 y 9), una muestra fue
positiva para C. trachomatis y N. gonorrhoeae (carril 5), una muestra fue positiva para

VPH (carril 12) y 6 muestras fueron negativas (carriles 10, 11, 13, 14, 15y 16).
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Se evaluaron un total de 203 muestras para luego realizarse la tabulacién de datos, con el
proposito de obtener los valores comparados con el patrén de referencia (estandar de oro),
como se muestra en la Tabla No.1, la cantidad de verdaderos positivos fueron para C.
trachomatis 6, N. gonorrhoeae 72 y VPH 53. Los verdaderos negativos para C.
trachomatis 176, N. gonorrhoeae 110 y VPH 68; la cantidad de falsos positivos para C.
trachomatis y N. gonorrhoeae 21, y para VPH 5. Y se obtuvieron Unicamente resultados
de falsos negativos para VPH que fueron de 77.

Tabla 1. Resultados de la evaluacion del PCR-M convencional vrs PCR-Tiempo Real
(Fast-track Diagnostics)

Verdaderos Verdaderos Falso Falso

PCR-M convencional Positivos ~ Negativos  Positivo Negativo Total
Chlamydia trachomatis 6 176 21 0 203
Neisseria gonorrhoeae 72 110 21 0 203

VPH 53 68 5 77 203

VPH: Virus del Papiloma Humano
Fuente: Analisis base de datos de la validacién

La sensibilidad y especificidad para cada agente etiologico de ITS se describen en la Tabla
2 en donde la prueba de PCR multiplex presentd para la deteccidon de C. trachomatis una
sensibilidad de 100% (1C95%, 61.0-100.0) y especificidad de 89% (1C95%, 84.3-92.9),
para N. gonorrhoeae la sensibilidad fue de 100% (1C95%, 94.9-100.0) y especificidad de
84% (1C95%, 76.7-89.3) y para VPH la sensibilidad fue de 41% (1C95%, 32.7-49.4) y
especificidad de 93% (1C95%, 84.9-97.0).
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Tabla 2. Sensibilidad y Especificidad de la PCR-M convencional evaluada vrs PCR-
Tiempo Real (Fast-track Diagnostics)

PCR-M convencional Sen5|0l;O|I|dad IC 95% Espec(:/zlmdad IC 95%
Chlamydia trachomatis 100 61.0 — 100.0 89 84.3-92.9
Neisseria gonorrhoeae 100 94.9 -100.0 84 76.7—-89.3

VPH 41 32.7-49.4 93 84.9-97.0

IC 95%: Intervalo de Confianza 95%
VPH: Virus del Papiloma Humano
Fuente: Analisis base de datos de la validacion

Se determind el valor predictivo positivo (VPP) y el valor predictivo negativo (VPN) de la
prueba, y de acuerdo con la Tabla 3, C. trachomatis el VPP fue de 22% (1C95%, 10.6-40.8)
con VPN 100% (1C95%, 97.9-100.0), N. gonorrhoeae presenté VPP de 77% (1C95%, 67.9-
84.7) con VPN 100% (1C95%, 96.6-100.0) y para VPH el VPP fue de 91% (1C95%, 81.4-
96.3) y VPN de 47% (1C95%, 39.0-55.0).

Tabla 3. Valor predictivo positivo y Valor predictivo negativo de la PCR-M
convencional evaluada vrs PCR-Tiempo Real (Fast-track Diagnostics)

PCR-M convencional VPP % IC 95% VPN % IC 95%
Chlamydia trachomatis 22 10.6 — 40.8 100 97.9 - 100.0
Neisseria gonorrhoeae 77 67.9 - 84.7 100 96.6 — 100.0

VPH 91 81.4-96.3 47 39.0 -55.0

IC 95%: Intervalo de Confianza 95%

VPP: Valor Predictivo Positivo

VPN: Valor Predictivo Negativo

VPH: Virus del Papiloma Humano

Fuente: Analisis base de datos de la validacion
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El Coeficiente Kappa de la prueba se aprecia en la Tabla 4, la cual sefiala para C.
trachomatis fue de 0.33 (1C95%, 0.06-0.60), para N. gonorrhoeae 0.79 (1C95%, 0.70-0.87)
y para VPH 0.28 (1C95%, 0.16-0.40).

Tabla 4. Coeficiente Kappa de la PCR-M convencional evaluada vrs PCR-
Tiempo Real (Fast-track Diagnostics)

. . Intervalo de

PCR-M convencional Coeficiente Kappa confianza 95%
Chlamydia trachomatis 0.33 0.06 —0.60
Neisseria gonorrhoeae 0.79 0.70 - 0.87
Virus del Papiloma Humano 0.28 0.16 — 0.40

Fuente: Analisis base de datos de la validacién

En la Tabla 5 se muestra la comparacion de precios y se detalla en Quetzales por prueba
para PCR-M convencional es de 113.12, para PCR-Tiempo Real es de 536.80 y por costo
total 22,625 para PCR-M convencional y 51,532 para PCR-Tiempo Real.

Tabla 5. Comparacion de precios por prueba PCR-M convencional evaluada vrs
PCR-Tiempo Real (Fast-track Diagnostics)

Precio por prueba Costos totales
Prueba
Q) Q)
PCR-M convencional 113.12 22,625
PCR-Tiempo Real 536.80 51,532

Fuente: Analisis financiero del estudio
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IX.DISCUSION

En el presente estudio se planted establecer las condiciones Optimas para lograr la
estandarizacion individual y simultanea de los segmentos diana de ADN de C. trachomatis,
N. gonorrhoeae y VPH, las pruebas empleadas se basaron en cambiar la concentracion de
primer, variar los ciclos del termociclador con sus temperaturas y para el revelado de los
amplificados se vario la concentracion del gel de agarosa y el voltaje de la electroforesis, se
debe mencionar también que se realizaron pruebas con el transiluminador de rayos
ultravioleta debido a que el programa de software no constaba de su actualizacion.
Teniendo el procedimiento estandarizado se procedié a conocer el funcionamiento de la
técnica de PCR-M convencional. Paralelamente las muestras fueron corridas con el PCR-
tiempo real (Fast-track Diagnostics), que fue tomado como el estandar de oro.

Los valores generales obtenidos para C. trachomatis fueron 6 verdaderos positivos, 176
verdaderos negativos, 21 falsos positivos y 0 falsos negativos. Para N. gonorrhoeae fueron
72 verdaderos positivos, 110 verdaderos negativos, 21 falsos positivos y 0 falsos negativos,
lo que se considera para ambos microorganismos esta cantidad de falso positivo (10%) no
significativo debido al bajo porcentaje en relacion al total. Y para el virus del papiloma
humano fueron 53 verdaderos positivos, 68 verdaderos negativos, 5 falsos positivos y 77
falsos negativos, la proporcion de falsos negativos (34%) es considerada estadisticamente

significativa.

En la estandarizacién individual y simultdnea del PCR-M convencional se llevaron a cabo
varias pruebas en las que se modificaron las condiciones para lograr la amplificacion de los
segmentos de ADN correspondientes a los tres agentes de ITS evaluados en este estudio,
realizando diluciones de la solucién madre de primer para disminuir la concentracion y
obtener soluciones de trabajo de 10uM y 5uM, ademas se establecié la concentracion
optima del cloruro de magnesio de 4mM empleando como temperatura de hibridacién de
primer 55°C; se estableci6 un volumen final de reaccién de 25puL y se varié la
concentracion del gel de agarosa preparandolo al 2%. Los fragmentos de ADN obtenidos en
la amplificacion se observaron segin su peso molecular esperado, en las regiones para C.
trachomatis 241pb, para N. gonorrhoeae 390pb y para VPH fue de 450pb (Chernesky,
Krepel, Luinstra, Mahony, Sellors & Tyndall, 1995).
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Los productos de ADN conseguidos en la validacién del PCR-M convencional se
amplificaron de manera simultdnea segun los agentes presentes en las muestras cervicales,
como se esperaba fueron observados en las tres regiones diferentes (241pb, 390pb vy
450pb), sin embargo para realizar la lectura de los productos se tuvo a la vista la corta
distancia existente entre las bandas de 390pb y 450pb, lo que dificulté su lectura
considerandose este aspecto de la técnica como desventaja para el diagnéstico de los

agentes implicados (Gonzélez, 2008).

C. trachomatis present6 sensibilidad de 100% demostrando que la prueba tiene alta
capacidad para detectar la presencia del agente sin embargo la especificidad fue de 89%,
este dato revela que la capacidad para detectar la ausencia de este microorganismo
disminuye. Para N. gonorrhoeae la sensibilidad fue de 100% y se deduce que posee una
alta capacidad para detectar la presencia de la bacteria, la especificidad fue de 84% este
dato evidencia que la capacidad para detectar la ausencia es baja (Lee, Pappu, & Vigliotti,
2009). Para el virus del papiloma humano la sensibilidad fue de 41%, a diferencia de los
anteriores agentes para este es bajo y es posible que se deba este comportamiento a la
degradacion del material genético y a la baja estabilidad que se considera mas labil que el

de las bacterias evaluadas (Alessandro, Blanco, Caraballo & Garcia).

Ademas toman un papel importante los factores externos como lo son el transporte de la
muestra y la extraccion del ADN, estos factores son puntos criticos para la deteccion de la
presencia y ausencia de estos microorganismos en muestras cervicales. Y la especificidad
fue de 93%, manifestando que la capacidad para detectar la ausencia del virus es alta.
Como parte de la validacién de la técnica se determiné la probabilidad de que los agentes
estudiados estuvieran presentes y ausentes en las muestras evaluadas, se encontro para C.
trachomatis un valor predictivo positivo de 22% y valor predictivo negativo de 100%, y
para N. gonorrhoeae el valor predictivo positivo de 77% y valor predictivo negativo de
100%, estos datos nos indican que para estos dos agentes la probabilidad de presencia es
baja y la probabilidad de la ausencia es alta. Ahora bien para VPH el valor predictivo

positivo de 91% vy valor predictivo negativo de 47%, esto nos revela la elevada
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probabilidad de presencia del virus y la baja probabilidad de ausencia (Castillo, Espinoza &
Samayoa, 2007).

Por ultimo se llevo a cabo la determinacién del coeficiente kappa, el cual indica para C.
trachomatis un valor de 0.33 y para el virus del papiloma humano de 0.28 los cuales dentro
de la escala de concordancia (anexo 2), estan clasificados como sufribles estos valores y se
catalogan debajo de lo aceptable, lo cual nos expone que la concordancia de los resultados
comparados con el estandar de oro poseen un nivel bajo de repetibilidad por lo tanto para
estos agentes no es de utilidad el establecimiento de un diagndéstico para las infecciones de
transmision sexual. Y para N. gonorrhoeae el valor fue de 0.79 encontrandose dentro de la
escala de concordancia clasificado como bueno, este valor es aceptable y sefiala que la
concordancia posee un nivel de alta repetibilidad por lo tanto para este agente la presente
técnica es de utilidad en el diagndstico para estas infecciones en particular (Castillo,

Espinoza & Samayoa, 2007).

Para el proceso de estandarizacion y validacion, ademas de los controles y muestras
obtenidas en este estudio se utiliz6 ADN de muestras de otro estudio de HPV, algunas
muestras proporcionaron resultados falsos negativos, sin embargo al correr la prueba de p-
globina como control interno se observo que la muestra era adecuada, pero es posible que el
ADN viral se degradara por el tiempo y tipo de almacenamiento. En relacion al método de
extraccion del material genético se debe destacar que la preparacion de la muestra puede
tener un impacto muy significativo en la sensibilidad y reproducibilidad del método
diagnostico (Lee, Pappu, & Vigliotti, 2009).

En general en la extraccion de ADN se liber6 el material genético intracelular, rompiendo
la membrana celular y la nuclear, ademés se concentr6 las moléculas blanco de ADN que
estuvieron presentes y se eliminaron los restos de proteinas y otros materiales extrafios sin

degradar el &cido nucleico.

En este estudio debido a que la extraccion se llevo a cabo de manera no automatizada tomo

un dia adicional a la obtencion del material nuclear, y se detecté contaminacién de muestras
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debido a la extraccién simultdnea de controles y muestras. A diferencia del sistema
automatizado este método es de bajo costo. En la comparacion de precios por prueba se
determind que el PCR multiplex convencional evaluada tiene un 79% menos de costo que
el PCR-Tiempo Real, esto indica que econémicamente esta al alcance la adaptacion de la
técnica para la demanda del diagndstico de estos tres agentes en particular.
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X. CONCLUSIONES

Utilizando una temperatura de 55°C para la hibridacion de primer, en la PCR
multiplex convencional se favorece la amplificacién del material genético de los

tres agentes estudiados.

Para los tres microorganismos en estudio se favorecio el revelado de los segmentos

de ADN empleando gel de agarosa al 2% con 1% de gel red.

La sensibilidad obtenida de la validacion de C. trachomatis 100% (1C95%, 61.0-
100.0) y N. gonorrhoeae 100% (1C95%, 94.9-100.0) es alta y aceptable para el

diagndstico de estos dos microorganismos.

La sensibilidad obtenida de la validacion de VPH 41% (1C95%, 32.7- 49.4) es baja

y no es aceptable para el diagndstico de este agente.

La baja estabilidad del ADN del virus del papiloma humano afecta la deteccion del

mismo por esta técnica de PCR multiplex convencional.

La técnica de Reaccién en Cadena de la Polimerasa (PCR) multiplex para el
diagnostico simultaneo de Chlamydia trachomatis y Neisseria gonorrhoeae
presenta una sensibilidad y especificidad comparables al método de referencia, a

excepcion del virus del papiloma virus.

Las condiciones dptimas para lograr la amplificacion simultanea del ADN de los
tres agentes estudiados fueron; concentraciéon de primer 0.5 uM, ciclos del
termociclador compuestos de desnaturalizacion 95°C por 10 minutos, 40 ciclos de

95°C, 55°C, 72°C por 1 minuto c/u y extension terminal 72°C por 5 minutos.

En la estandarizacion de la técnica de PCR multiplex se compararon los resultados
de los controles de C. trachomatis, N. gonorrhoeae y VPH con la prueba estandar

de PCR tiempo real de cada microorganismo y se obtuvo una correlacién del 100%.
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XI. RECOMENDACIONES

Realizar mas investigaciones en personas de la diversidad sexual con la finalidad de
continuar perfeccionando la técnica de PCR multiplex convencional para el
diagndstico de los tres agentes indagados en este estudio.

Para obtener mejores resultados en el empleo de esta técnica se recomienda
utilizarla prontamente posterior a la toma de muestra, debido a la baja estabilidad
del material genético del VPH.

Debido al grado de pureza del ADN obtenido se sugiere realizar el método de
extraccion de material genético no automatizado por separado de los controles

positivos para disminuir el riesgo de contaminacion de muestras.

Elaborar un estudio de costo-beneficio en el caso de que se considere la
introduccion de la técnica de PCR multiplex convencional como prueba de apoyo

diagnostico.

Secuenciar los productos obtenidos en este estudio para establecer el segmento de

ADN de interés y no cualquier otra cadena de ADN presente.
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XIIl. ANEXOS
Anexo No.1

“Pruebas estadisticas y validez de una prueba diagndstica”.

a) Intervalo de Confianza
Se puede definir intervalos de confianza de 95%, 99% u otros intervalos usando la tabla de
la distribucién t (tablas de estadisticas para la investigacion bioldgica, agricola y médica),
de esta manera puede estimarse la media poblacional p dentro de determinados limites de
confianza. Formula: -t<X- p/sVN-1<t - X +t(s/VN-1)

b) Tablas de contingencia

Las tablas en las que las frecuencias observadas ocupan un solo renglén se les llama tablas
de clasificacion en un solo sentido. Como el nimero de columnas es k, se les Ilama
también tablas 1 x k (que se lee “1 por k). Por extension de estas ideas, se obtienen tablas
de clasificacion en dos sentidos, o tablas h x k, en las que las frecuencias observadas
ocupan h renglones y k columnas. A estas tablas se les suele llamar tablas de contingencia.
Para calcular X? puede deducirse formulas sencillas en las que Gnicamente se emplean las
frecuencias esperadas, por ejemplo tablas 2x2.

Formula: [X? = N(aibs_azb1)%/(a1+bs)(az+hy) (a1 +az) (bib2)] = [NAZ/NiNoNaNg]

c) Sensibilidad y especificidad
La prueba que se va a evaluar puede presentar valores, datos categdricos o continuos.
Formula: Sensibilidad = a Especificidad= d
(a+c) (b+d)

d) Valores predictivos de la prueba
En el contexto epidemioldgico y clinico, la validez de un marcador diagnostico es el grado
en que se puede predecir la ocurrencia de la enfermedad/infeccion
Formula: Valor Predictivo Positivo= a Valor Predictivo Negativo =
(a+h) (c+d)
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Anexo No. 2

“Indice Kappa (k)”

Una manera comln de expresar la fiabilidad de una prueba es por medio del indice k, que
constituye un avance en relacién con la tasa general de concordancia porque es un
indicador de concordancia ajustada que toma en cuenta la concordancia casual. El indice k
representa la porcion de concordancia ademas de la esperada por causalidad y su valor varia
de “-1” (que es un desacuerdo total) a “1.00” (que es una concordancia total). El cero indica
lo mismo que las lecturas hechas por casualidad. El siguiente cuadro presenta los valores de
k y sus interpretaciones.

Escala de concordancia de Kappa

Kappa Concordancia
<0.00 Malo
0.00 -0.20 Pobre
0.21-0.40 Sufrible
0.41-0.60 Regular
0.61-0.80 Buena
0.81-0.99 Optima
1.00 Perfecta

Anexo No. 3
“Manual de Procedimientos Operativos Estandar de la estandarizacion del PCR multiplex

convencional vrs PCR tiempo real/Fast-track Diagnostic”
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Procedimientos
Operativos Estandar

Estandarizacion PCR-M

Estandarizaciéon y validacion de la técnica de Reacciéon en Cadena de la
Polimerasa (PCR) Multiplex para el diagndstico simultaneo de Chlamydia
trachomatis, Neisseria gonorrhoeae y Virus del Papiloma Humano en
muestras cervicales de mujeres trabajadoras del servicio sexual

Q. B. Robert Garcia
Universidad de San Carlos de Guatemala

Unidad de VIH del Centro de Estudios de la Salud
Universidad del Valle de Guatemala

Laboratorio Nacional de Salud (MSPAS)




Vigencia a

PROCEDIMIENTO OPERATIVO ESTANDAR No. 1 partir de:
21.08.14
Extraccion de Acido Desoxirribonucleico (ADN) Area

w

o

7.
8.
9.

Se prepara la campana de flujo laminar limpiandola con cloro al
0.5% vy alcohol al 70%, luego se deja 15 minutos con luz
ultravioleta.

En un eppendorf se agregan 250 pL de muestra y 250 pL de
Buffer de lisis (buffer TE+200 ug/pL proteinasa K).

Se coloca el eppendorf en el vortex por 30 segundos.

Se deja incubando en bafio de maria a 55°C por 24 horas
(overnight).

Se lleva a temperatura ambiente 37°C.

Se agregan 200 pL de isopropanol y 20 pL de acetato de sodio
(3.5M).

Se incuba por 2 horas a -20°C.

Se centrifuga a 12,000rpm por 15 minutos.

Se decanta el sobrenadante y se coloca el eppendorf boca abajo
hasta que seque la parte inferior (pellet).

10. Se agregan 25 pL de agua destilada estéril grado PCR.
11. Si no se utiliza inmediatamente se debe almacenar a -20°C.

Se desarrolla
en el cuarto
de
extraccion.

Elabord: Robert

Garcia

Fecha de elaboracién: 16.10.14
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Vigencia a

PROCEDIMIENTO OPERATIVO ESTANDAR No. 2 partir de:
21.08.14
Preparacion de Mastermix Tiempo Real A
Orden (Fast-Track diagnostics) Area
1. La preparacion dependera de la cantidad de muestras que se
deseen correr.
2. Para 04 muestras mas los controles (positivo y negativo), se
debe proceder de la siguiente manera;
3. Se prepara la campana limpiandola con alcohol al 70% y
luego se deja 15 minutos con luz ultravioleta.
4. Se debe mantener el buffer y la enzima en un bloque frio
(8°C) todo el tiempo.
5. Se colocan los tubos de reactivos en el rotador para lograr
una sedimentacion en el fondo del tubo. Se
6. En dos eppendorf rotulados como mastermix (ppl y pp2) se | desarrolla
agregan las siguientes cantidades de reactivos. en el
7. Enppl se agregan: PPmix; 10.5 yL, Buffer 87.5 Ly cuarto
Enzima 7 pL. blanco.
8. En pp2 se agregan: PPmix, 10.5 pL, Buffer 87.5 uL y
Enzima 7 pL.
9. Se colocan ambos eppendorf en el rotador para lograr una
sedimentacion en el fondo.
10. En una placa con una base en frio se colocan por fila las
cantidades de 15 pL de mastermix (abarcando las filas Ay B
hasta la columna 6).
11. Se coloca una tapadera de plastico para llevar a cabo el

traslado hacia el cuarto gris.

Elabord: Robert
Garcia

Fecha de elaboracién: 16.10.14
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Vigencia a

PROCEDIMIENTO OPERATIVO ESTANDAR No. 3 partir de:
21.08.14
Montaje de la Placa de 96 pozos para el equipo
Orden Applied Biosystems®7500 Tiempo Real Area
(Fast-Track diagnostics)
1. El montaje de la placa dependera de la cantidad de muestras
que se deseen correr y de la preparacion del mastermix.
2. Para 04 muestras mas los controles (positivo y negativo), se
debe proceder de la siguiente manera;
3. Se prepara la campana limpiandola con lisol inhibidor de
nucleasas y luego se deja 15 minutos con luz ultravioleta.
4. Se retira la tapadera plastica para agregar muestras y
controles. Se
5. En la placa con la base en frio donde se agregaron los 15 pL | desarrolla
de los mastermix se agregan 10 pL de cada muestra en los | en el
distintos pozos, se debe sellar los pozos con los selladores | cuarto gris
plasticos. y 0Scuro.
6. Se agregan 10 pL del control negativo en el pozo mapeado y
se sella.
7. Por ultimo se agregan los controles positivos para cada fila
(PC1y PC,) y se sella.
8. Se centrifuga la placa a 3000rpm durante 3 minutos.
9. Se coloca la placa en el equipo ABI 7500 (el cdédigo de
barras hacia el frente).

Elabord: Robert
Garcia

Fecha de elaboracién: 16.10.14
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PROCEDIMIENTO OPERATIVO ESTANDAR No. 4

Vigencia a
partir de:
21.08.14

Orden

Reconstitucién de Cebadores Liofilizados
para PCR multiplex convencional

Area

Se prepara la campana limpiandola con lisol inhibidor de
nucleasas y luego se deja 15 minutos con luz ultravioleta.
Debido a que los primer estan liofilizados deben mantenerse
a -20°C hasta el momento de la reconstitucion.

Para reconstituir los primer se debe revisar cuidadosamente la
concentracion que tiene impresa alrededor del vial.

Teniendo la concentracion establecida y clara se efectia una
conversion de dimensionales a través de estequiometria.

Para este caso se utilizaron la siguientes formulas con la
finalidad de llegar a la concentracion deseada (5.0 Nmol
conversion a 10 pMolar);

[5 Nmol] —» [Pmol] y
(5 Nmol) (1,000 Pmol/1 Nmol) = 5,000 Pmol

Pmol/uL = uMolar

Solucién Madre: 5,000 Pmol/50 pL = [100 Pmol/uL] = 100 uMolar
Solucién de Trabajo: C,V;=C,V, (10 uM)(50 pL)/(100 pM) =5 puLy
diluir con 45 pL de agua grado PCR para un volumen de 50 pL

1 Nmol------- 1,000 Pmol

6.

7.

En el momento de agregar el agua grado PCR se deja reposar
como minimo 2 horas y posterior a ese tiempo se pueden
utilizar.

Si no se utilizaran los primer en el momento transcurrido de
la reconstitucion se deben almacenar a -20°C.

Se
desarrolla
en el
cuarto
blanco.

Elabord: Robert
Garcia

Fecha de elaboracién: 16.10.14
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PROCEDIMIENTO OPERATIVO ESTANDAR No. 5

Vigencia a
partir de:
21.08.14

Orden

Preparacion de Mastermix para
PCR multiplex convencional

Area

2Mmix

Primer
Primer
Primer
Primer
ADN

S.
6.

7.

La preparacion dependera de la cantidad de muestras que se
deseen correr.

Para 08 muestras (10 reacciones) mas los controles (positivo
y negativo), se debe proceder de la siguiente manera;

Se prepara la campana limpiandola con alcohol al 70% vy
luego se deja 15 minutos con luz ultravioleta. Se debe
mantener la enzima en un bloque frio (8°C) todo el tiempo.

En un tubo de reaccidn se sirven las siguientes cantidades de
reactivo:

Reactivo [IS.Trabajo []final Volumen  Vol. Total
1

X 125 L 125 uL

Primer HO1 5uM 0.5 uM 1.0 uL 10 pL
Primer HO3 5uM 0.5 uM 1.0 uL 10 pL

KL1 5uM 0.5 uM 1.0 uL 10 L
KL2 5uM 0.5 uM 1.0 uL 10 uL
MYBO9 5uM 0.5uM 1.0 yL 10 L
MYB11 5uM 0.5uM 1.0 yL 10 L

2.5uL 25 pL

Agua Grado PCR  --- 4.0 uL 40 puL

Se mezcla y se coloca el tubo de reaccion en el rotador.

En los tubos eppendorf para termociclador se colocan por fila
las cantidades de 22.5 pL de la mezcla. Luego se agregara la
cantidad de 2.5 puL de muestra en el cuarto gris.

Se tapan los tubos con su propia tapadera de plastico para
llevar a cabo el traslado hacia el cuarto gris donde se serviran
las muestras y controles.

Se
desarrolla
en el
cuarto
blanco.

Elabord: Robert
Garcia

Fecha de elaboracién: 16.10.14
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Vigencia

PROCEDIMIENTO OPERATIVO ESTANDAR No. 6 a pagg
21.08.14
Preparacion de gel de agarosa al 2% A
Orden con 1% de gel red para PCR multiplex convencional Area
1. La preparacion del gel de agarosa se preparara para 1gel grande
(16 pozos) y 2 pequefios (8 pozos cada uno).
2. Se debe proceder de la siguiente manera;
3. Se prepara la campana limpiandola con alcohol al 70% y luego
se deja 15 minutos con luz ultravioleta.
4. Se prepara la cristaleria a utilizar (1 Beaker de 200 mL y 1| Se
probeta de 250 mL). desarrolla
5. En la balanza analitica se pesan 4 gramos, posteriormente se | en el
disuelven en un erlenmeyer con 200 mL de Buffer TAE 1X. cuarto
6. Se calienta hasta lograr la disolucion total del gel de agarosa. blanco vy
7. Se agregan por cada 100 mL, 10 pL de solucion gel red. cuarto
8. En el gel de agarosa ya montada en la cAmara de electroforesis se | gris.
depositan las siguientes cantidades de reactivo:
2 UL de Buffer Loading + 5 pL de amplificado.
9. Se tapa la camara de electroforesis con su propia tapadera de

plastico.

Elabord: Robert
Garcia

Fecha de elaboracién: 16.10.14
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