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Resumen

Introduccidn.- El tamizaje para la deteccidon de enfermedades de transmisién sexual, algunas
de ellas productoras de cancer como lo es el virus del papiloma humano, a mas de ser factores
de infertilidad y esterilidad, depende cada vez mas del uso de técnicas moleculares. Un desafio
importante para los paises en desarrollo como lo es el Ecuador, ha sido la falta de
disponibilidad y costos de las pruebas basadas en la deteccion del ADN del microorganismo. En
este estudio se diagnosticaron microorganismos de transmision sexual mediante qPCR en

mujeres de nacionalidades indigenas del Ecuador.

Metodologia.- En el laboratorio de biologia molecular de la FFCCMM de la Universidad de
Cuenca se realizd un estudio descriptivo, que consistié en diagnosticar microorganismos de
transmisidn sexual en muestras cervicouterina mediante técnicas moleculares de qPCR HPV-28
y STI-7 Anyplex, las mismas que procedieron de mujeres indigenas de las provincias de Loja,

Morona Santiago y Cafar.

Resultados.- Se analizaron un total de 396 muestras, de los cuales 120 fueron extraidas en el
canton Saraguro, 131 de la comunidad de Quilloac y 145 de la comunidad de Sevilla don Bosco.
Dentro de las muestras analizadas determinaron 135 muestras que presentaban genotipos
alto riesgo y bajo riesgo oncogénico de HPV, asi como 362 muestras que presentaban otros

microorganismos de transmision sexual.

Conclusiones.- La implementacion de técnicas moleculares como lo es el qPCR, para el
diagndstico de microorganismos de transmisidn sexual sugiere ser rapida, sencilla con una alta

sensibilidad y especificidad.

Palabras clave: REACCION EN CADENA DE LA POLIMERASA CUANTITATIVA (QPCR), GENOTIPO,

ECUADOR, INFECCIONES DE TRANSMISION SEXUAL (ITS), VIRUS DEL PAPILOMA HUMANO
(HPV), DIAGNOSTICO, ETNIAS.
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Abstract

Background Screening test for the detection of sexually transmitted diseases, some of them
producing cancer such as human papilloma virus, besides being factors of infertility and
infertility, depends increasingly on molecular techniques. An important challenge for
developing countries like Ecuador has been the lack of availability and costs of tests based on
the detection of the DNA of the microorganism. In this study, microorganisms of sexual

transmission were diagnosed by gPCR in women of indigenous nationality Ecuador.

Methodology Inside the laboratory of molecular biology of the Cuenca University, a descriptive
study was carried out to diagnose sexually transmitted microorganisms in cervical samples
using molecular techniques of HPV-28 and STI-7 Anyplex qPCRs. The samples came from

woman indigenous from the provinces of Loja, Morona Santiago and Cafiar.

Results 396 samples were analyzed, 120 samples were extracted in Saraguro, 131 in Quilloac
community, 145 in Seville Don Bosco community. 135 samples showed high risk and low
oncogenic HPV risk genotypes, also 362 samples with other sexually transmitted

microorganisms.

Conclusions Implementing molecular techniques such as gPCR, for the diagnosis of
microorganisms of sexual transmission are fast, simple with a high sensitivity and specificity.

KEYWORDS: QUANTITATIVE POLYMERASE CHAIN REACTION (QPCR), GENOTYPE, ECUADOR,
SEXUALLY TRANSMITTED INFECTIONS (STIS), HUMAN PAPILLOMA VIRUS (HPV), DIAGNOSTICS,
ETHNIC GROUPS.
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CAPITULO |

1.1 INTRODUCCION

La reaccién en cadena de la polimerasa (PCR), constituye una herramienta de diagndstico
importante en la deteccién de microorganismos, que consiste en hacer muchas copias de una
region especifica del ADN, utilizando una enzima Taq polimerasa que permitirdn producir
nuevas cadenas de ADN, mediante el uso de cadenas existentes como molde, una corta
cadena de nucledtidos que proporciona un punto de partida para la sintesis de ADN. Dentro
del trabajo investigativo se utilizé la técnica de la Reaccidn en Cadena de la Polimerasa para el
diagndstico de microorganismos de transmisiéon sexual tales como el virus del papiloma
humano, Chlamydia trachomatis, Mycoplasma hominis, Ureaplasma urealyticum, Neisseria

gonorrhoeae, Mycoplasma genitalium, Ureaplasma parvum, Trichomona vaginalis. (31)

La investigacién forma parte del proyecto “Disefio de un programa de promocién de salud
sexual y reproductiva y de prevenciéon de VPH y de enfermedades de transmisién sexual para
mujeres de Pueblos y Nacionalidades Indigenas KYCHWA y SHUAR del Ecuador, afio 2015-

2017” que consiste en determinar los microorganismos de transmisidon sexual mediante la
técnica biomolecular de la reaccién en cadena de la polimerasa.

El objetivo del presente trabajo fue diagnosticar mediante técnicas biomoleculares gPRC Real
Time genotipos del virus del papiloma humano, asi como genes presentes en microorganismos
de transmisién sexual antes mencionados, en mujeres de nacionalidades indigenas del

Ecuador.

1.2 PLANTEAMIENTO DE PROBLEMA

En paises en via de desarrollo las ITS y sus complicaciones se encuentran entre las cinco causas
de demanda de atencidn sanitaria. Se estima que anualmente unos 357 millones de personas
contraen alguna de las siguientes enfermedades Clamidiasis, Gonorrea, Sifilis o Tricomoniasis,

donde podemos encontrar también el virus del Papiloma Humano.(32)

Los métodos actuales para el diagndstico de enfermedades de transmisidn sexual se basan en
la microscopia, inmunofluorecencia y las pruebas screening. Estas técnicas no permiten

John Caguana
Christian Carrefio Pagina 13



s 5 T8 e,

UNVERSEAD 06

Universidad de Cuenca

detectar el patégeno de forma temprana, asi como su genotipo debido a la baja sensibilidad y
especificidad que presentan dichas técnicas.(33)

Hasta la fecha, a diferencia de la PCR convencional, que solo permite un diagndstico cualitativo
no hay métodos que permitan cuantificar la carga viral de manera absoluta y confiable, por
tanto una técnica que permite compensar estas desventajas es la PCR en Tiempo Real. Sus
caracteristicas incluyen desde una alta sensibilidad y especificidad hasta una mejora en el
tiempo de procesamiento, el ahorro de materiales y reactivos a mas de producir menor dafio al

personal que lo manipula, debido a su bajo nivel oncogénico. (33)

Actualmente son pocos los laboratorios que disponen de esta tecnologia para el diagndstico de
microorganismos relacionados con enfermedades de transmisidon sexual y otras patologias,
debido a la falta de capacitacion, altos costos, carencia de personal calificado para el uso y

manejo de los equipos que implican la realizacién de la prueba PCR en tiempo real.

Debido al desconocimiento de esta técnica, la investigacidén demostré que se puede aplicar la
misma en el diagndstico de enfermedades de transmisidn sexual y en otras patologias.

1.3 JUSTIFICACION

Contribuir con el mejoramiento de la calidad de vida de las participantes, en razén de que una
vez publicados los resultados, los mismos serdan empleados por el proyecto “Disefio de un
programa de promocién de salud sexual y reproductiva y de prevencion de VPH y de
enfermedades de transmisién sexual para mujeres de Pueblos y Nacionalidades Indigenas
KYCHWA y SHUAR del Ecuador, afio 2015-2017” y el Ministerio de Salud Publica del Ecuador,
iniciando con un correcto tratamiento. Asi mismo la descripcidn de la técnica podra ser

utilizada por estudiantes y personal de salud, sirviendo de guia didactica y préctica.

John Caguana
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CAPITULO Il

2 FUNDAMENTO TEORICO

2.1 INFECCIONES DE TRANSMISION SEXUAL

Son infecciones que se propagan por medio de las relaciones sexuales pueden ser causadas
por hongos, parasitos, bacterias y virus son las causantes de esterilidad, embarazo ectdpico,

cancer genital y en el peor de los casos la muerte, asi como otros dafios a la salud humana. (1)

Las infecciones de trasmision sexual (ITS) o llamadas también enfermedades venéreas
constituyen un conjunto de entidades clinicas infectocontagiosas, agrupadas en las que se
incluyen en este estudio. (Virus del papiloma humano, Chlamydia trachomatis, Mycoplasma
hominis, Ureaplasma urealyticum, Neisseria gonorrhoeae, Mycoplasma genitalium,
Ureaplasma parvum, Trichomona vaginalis). Las ITS se propagan predominantemente por
contacto sexual, incluidos el sexo vaginal, anal y oral. (2) Puesto que la infeccidn de patégenos
de transmision sexual puede ser causante de esterilidad e infecciones diseminadas, ensayos
moleculares han permitido diagnosticar y tratar dichos patégenos de forma temprana

produciendo que se disemine el microorganismo.

Segln la OMS se estima que, anualmente, unos 357 millones de personas contraen alguna de
las cuatro infecciones de transmisidén sexual (ITS) siguientes: clamidias, gonorrea, sifilis o
tricomoniasis y que diariamente mas de 1 milldn de personas contraen una infeccion de
transmision sexual y de estas se sabe que mas de 290 millones de mujeres estan infectadas con

el virus del papiloma humano. (2)

En la mayoria de los casos, las ITS son asintomaticas o solo van acompafiadas de sintomas
leves que no necesariamente permiten un diagndstico certero, mas alla del efecto inmediato
de la infeccién en si misma, las ITS pueden tener consecuencias graves, entre ellas la
esterilidad o la transmision de infecciones de la madre al nifio otro problema relacionado es la
farmaco resistencia, especialmente en relacién con la gonorrea, es un obstaculo importante
que dificulta la reduccion de las ITS en todo el mundo(2) por lo que la implementacién de una
técnica para la deteccién y por ende de un diagndstico certero se hace indispensable para
reducir el nimero creciente de casos.

—————————————————————————————————————————————

John Caguana
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2.1.1 Virus del Papiloma Humano

Historia

El conocimiento molecular de las enfermedades de transmisién sexual, asi como las causadas
por el virus del papiloma humano ha permitido conocer mejor su relacidn con lesiones
tumorales y el control mediante vacunas. En laboratorio el diagnostico basado tanto en
técnicas moleculares como en otros procedimientos como la identificacion mediante técnicas
de espectrometria de masas, proporcionan un diagndstico casi instantdneo, con una

sensibilidad mejor que las técnicas de cultivo mas convencionales. (3)

Gracias a técnicas moleculares hoy se sabe que los humanos modernos portamos el virus del
papiloma humano (VPH) ya que nuestros ancestros se relacionaron sexualmente con hombres
y mujeres de Neandertal y Denisova, alrededor de 100.000 afios atrds, segln un trabajo

publicado en la revista Molecular Biology and Evolution.(4)

El virus del papiloma humano fue descrito y referenciado por primera vez en la edicién de The
New York Times del 12 de febrero de 1985. En el articulo menciona que varios cientificos entre
los que destaca el Dr. Harald zur Hausen, de la universidad de Heidelberg quien establecid la
relacion entre virus del papiloma y canceres especialmente canceres de cérvix y vulva. Por este
trabajo, el Dr. Harald zur Hausen seria posteriormente galardonado con el Premio Nobel de

Fisiologia y Medicina en 2008(5)

Posteriormente el 2 de agosto del afio 2002, The New York Times menciond acerca de una
posible vacuna desarrollada por Merck & Co y que la misma inmunizara a los pacientes frente
los serotipos del virus de papiloma HPV-16 y HPV-18, causantes del 70% de todos los casos de

cancer cervical. (5)

El 9 de junio de 2006), Gardasil® fue autorizada por la Food and Drug American Administration
para su empleo en mujeres con edades entre los 9 afios y los 26 afios. La autorizacidén para su

empleo en hombres llegd tres afios mas tarde el 17 de octubre de 2009. (5)

Datos epidemioldgicos

El virus del papiloma humano se ha convertido en la infeccién de transmisién sexual mas alta
en el mundo ya que afecta a hombres y mujeres por igual ademds de ser asociado con cancer
e —
John Caguana
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de ano, vulva, vagina, pene.(6) Especialmente en las mujeres provoca el cancer cervico uterino
cuarto cdncer mas frecuente en la mujer a nivel mundial, datos del afio 2012 aseguran que
aparecieron 53.0000 nuevos casos que representan el 7.5% de las muertes femeninas por
cancer, el problema se torna mdas grave ya que el total de defunciones 85% de 270.000

corresponde a paises en desarrollo(7).

Las mujeres generalmente se infectan poco después del inicio de la vida sexual la mayoria
menores de 25 afios (14 -15) actualmente se sabe exactamente que la infeccion persistente de

alto riesgo es la causante total de los casos de cancer cervico uterino(6).

Dadas las cifras tan altas de infeccién por virus de papiloma humano y su desarrollo a cancer
cervico uterino en este proyecto se ve la necesidad de implementar medidas y campafias de
prevencion. En el afio 2012 en el Ecuador 664 mujeres murieron de cancer de cuello uterino y
se estimd que la incidencia para el 2013 seria de 15.8 por cada 100.000 habitantes, segun el

registro Nacional de Tumores Solca-Quito (8)

Tipos de virus del papiloma humano

Los tipos de VPH transmitidos por via sexual son alrededor de 40, de los cuales existen 2
grupos los denominados de alto riesgo y los de bajo riesgo. Los denominados de bajo riesgo
son: 6, 11, 24, 43, 44 de los cuales los de mayor prevalencia son 6 y 11 que producen verrugas
genitales tanto en hombres como en mujeres. Por otro lado los de alto riesgo corresponden a:
16, 18, 31, 33, 34, 35, 39, 45, 51, 52, 56, 58, 59, 66, 68, 70 de estos el mds importante y

frecuente es el 16.(9)

Caracteristicas del virus de papiloma humano

Son virus de ADN de estructura icosaédrica constituida por alrededor de 72 capsdmeros, el
virion mide 45-55 nm didmetro y consta de un nucleo central de ADN acompafiado de una
capsula proteica que lo cubre. La molécula de ADN es de doble banda en forma de circulo

cerrado con 7800 a 7900 pares de bases. (10)

El genoma viral se encuentra organizado en tres regiones principales: dos regiones
codificadoras de proteinas o regiones precoz y una regién no codificante pero si reguladora
(upstream regulatory region, URR). (11)
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PROTEINA E1 El gen E1 es el mas grande y uno de los mds conservados es una helicasa
hexamérica que depende de ATP, participa en la replicacion del ADN viral. (13)

LA PROTEINA E2 Modula el ciclo replicativo viral. E2 se expresa en concentraciones
relativamente elevadas, en células diferenciadas de las capas intermedias de las lesiones
neopldsicas intraepiteliales cervicales. Por otra parte, su expresion se encuentra disminuida

con la progresion de lesiones y esta ausente en la mayoria de los tumores in situ. (13)

LA PROTEINA E4 Precede la formacién de proteinas estructurales del virus y el ensamblaje de
las particulas virales, esta proteina E4 se localiza asociada con los filamentos intermedios de
gueratina, los mismos que afectan la estabilidad mecanica de la red de queratina, lo que

facilita la liberacion de los viriones. (13)

LA PROTEINA E5 Sirve de acoplamiento y regulacidn de la actividad de los receptores de los
factores de crecimiento, como el factor de crecimiento epidérmico (EGFR) o el derivado de las
plaguetas (PDGFR). (13)

La proteina E6 Aproximadamente de 150 aminodcidos y contiene cuatro motivos CXXC que
forman dos regiones de unién al zinc. Se ha demostrado que un niumero de proteinas E6 de los
VP enlazan el zinc a través de la coordinacién de residuos de cisteinas ademds se sabe que

interactuan con la proteina p53 que son supresora de tumores. (13)

PROTEINA E7 La proteina E7 y Otras oncoproteinas en la transformacion celular es el supresor
de tumor pRb. La proteina pRb representa una familia de proteinas relacionada, que se unen a

los factores de transcripcion E2F y bloquean su funciéon de activacidn transcripcional. (13)

PROTEINA L1 Es la principal estructura de la capside ya que por esta se da la entrada del virus a
la célula epitelial, la proteina L1 es el elemento estructural primario, encontrandose 360 copias

de la proteina que se organiza en 72 capsdmeros, en los viriones infectantes.

La proteina L2 Es un componente menor del virdn y se encuentra presente en el centro de los
capsOmeros. Esta proteina L2 interviene en la localizacidn de los componentes virales en el

nucleo y en la unién al ADN, en la formacién de la cdpside y en la estabilidad. (14)

Cancer por Virus del papiloma humano
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En la mayoria de los casos las infecciones son transitorias y asintomdticas el 70% de las
mujeres con infecciones por el VPH se tornan negativas en un afio y hasta el 91% de ellas se
tornan negativas por el ADN del VPH en dos afios. Las infecciones por virus de papiloma
humano 16, tienden a persistir mdas tiempo que las infecciones por otros tipos de VPH, pero en

su mayoria son indetectables a los 2 afios. (16)

Se cree que el desarrollo gradual de una respuesta inmunitaria eficaz es el mecanismo mas
probable para el aclaramiento del ADN del VPH, sin embargo, también es posible que el virus

permanezca presente. (16)

Ciclo de vida del papiloma humano

El ciclo de vida del HPV esta ligado a la diferenciacién de la célula huésped infectada ademas la
expresion de altos niveles de proteinas virales, el ensamblaje viral ocurre casi exclusivamente
en las capas superiores del cuello uterino (estrato espinoso y en el epitelio granuloso del

epitelio escamoso). (14)

Las células de la capa basal consisten de células troncales y células de transiciéon que se
multiplican continuamente y proveen un reservorio de células para las regiones supraba-sales.
(14)

La infeccion de estas células por virus del papiloma humano conduce a la activacion de la
expresion en cascada de los genes virales que provoca la produccion de aproximadamente 20

a 100 copias extracromosomicas del ADN viral por célula. (14)

Este promedio de copias es mantenido en las células basales indiferenciadas a través del curso
de toda la infeccidn. La integracién viral ocurre en las células que contienen este nimero de
episomas. En los episomas, la expresion de genes virales es minima y sobre todo la expresion
de los oncogenes E6 y E7 que estan bajo un control muy estricto, y sus proteinas son

discretamente detectables. (14)

Cuando el queratinocito infectado entra al compartimento de diferenciacion este sale del ciclo
celular dado que hay una regulacion positiva de la expresiéon de los genes virales, y la

replicacion del ADN viral, entonces el nimero de copias virales aumenta a 1000 copias por
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célula y se observa abundante expresién de los genes tempranos E6 y E7 y de los genes
tardios. (14)

Las infecciones genitales del HPV son transmitidas principalmente por contacto sexual, que se
atribuye a la presencia de microabrasiones del epitelio que expone a la infeccién viral a las

células de la capa basal. (14)
OTRAS INFECCIONES DE TRASNMISION SEXUAL

Antecedentes

Chlamydia trachomatis, Neisseria gonorrhoeae y Trichomona vaginalis son los 3 principales
patégenos de Enfermedades de Transmisidn Sexual (Sexual Transmision Diseases, STD). En las
mujeres, C. Trachomatis ocasiona cervicitis, uretritis, endometritis y salpingitis. Una infeccion
crénica con C. Trachomatis puede resultar en cicatrizacion de las trompas de Falopio,
infertilidad y embarazo ectdpico. N. Gonorrhoeae es el agente causal de la gonorrea y sin
tratamiento, puede ocasionar vulvovaginitis y enfermedad inflamatoria pélvica. T. Vaginalis, un
parasito protozoario, es el agente causal de la tricomoniasis. Una infeccién con T. Vaginalis,
puede ocasionar vaginitis, cervicitis y uretritis. Estos tres patégenos también son una causa

significativa de leucorrea en las mujeres. (2)

Los Micoplasmas son bacterias pequeias (0.2 — 0.3 nm), sin pared celular y son organismos
intracelulares obligados. Las variedades mas comunes que se observan en el tracto genital son
U. Urealyticum, M. Hominis y M. Genitalium. Los nifios pueden ser colonizados con
micoplasmas genitales en el momento del nacimiento. Después de la pubertad, la colonizacién
con micoplasmas ocurre principalmente a través del contacto sexual. Los micoplasmas
genitales se aislan en mujeres embarazadas aproximadamente con la misma frecuencia que en
mujeres no embarazadas con la misma frecuencia de actividad sexual. Los micoplasmas vy
ureaplasmas son fuertemente asociados con infertilidad, infeccidn intraamnidtica, infeccion

post-parto, enfermedad inflamatoria pélvica y corioamnionitis histolégica. (17)

El estandar actual para las infecciones de transmisién sexual implica el uso de pruebas
individuales para la deteccion de cada uno de los patdgenos posibles. La mayoria de las
pruebas comerciales se enfocan en la deteccidn de las dos principales bacterias causantes de
STI: CT y NG. Sin embargo, ya que la mayoria de las STl no presentan sintomas notables, la
——————————————————————
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deteccion de una gama amplia de patdégenos es de suma importancia. Una complicacion
adicional en el diagnéstico de las STl se debe a que diferentes patdégenos pueden ocasionar
sintomas similares, pero el régimen de tratamiento con antibiético varia dependiendo del
microorganismo causante de la enfermedad. La deteccion simultanea y precisa en las pruebas
de STI es la clave en la resolucién de estos problemas y en una atencién efectiva y de bajo

costo para el paciente. (17)

2.1.2 Ureaplasma parvum

Es un organismo bacteriano microscépico que vive en las membranas mucosas del cuerpo
humano. Es condicionalmente bacteria patdgena que es parte de la micro flora se puede
encontrar incluso en ensayos humanos sanos. En el estado normal del organismo, este
organismo no causa ningun sintoma. Pero a niveles mds bajos de proteccién inmune estas
bacterias comienzan a multiplicarse rdpidamente, resultando en una serie de complicaciones.

(18)

Ureaplasmosis suele atribuir al grupo de las enfermedades de transmisién sexual, ya que la
infeccion se transmite durante el contacto sexual. En cuanto a las rutas nacionales de
transmisidn, es poco probable. Ademas, la posible infeccion del feto de la madre enferma en el

utero o durante el paso por el canal del parto. (18)

2.1.3 Ureaplasma urealiticum

EL Ureaplasma Urealyticum es una bacteria que se encuentra presente en los genitales del 70%
de los hombres y mujeres. A pesar de transmitirse por contacto sexual, la ureaplasma
urealyticum no es técnicamente una enfermedad de transmisién sexual ya que puede no
desarrollar una infeccidn. Pueden causar uretritis, infertilidad, abortos o afectar gravemente al
feto. Se trata de una infeccion muy contagiosa que puede propagarse a través de la sangre, la
saliva o incluso el aire. Muchas personas son portadoras de esta bacteria sin saberlo ya que no

tienen sintomas y no son conscientes de que la pueden estar contagiando. (19)

2.1.4 Chlamydia Trachomatis

La clamidiasis es una infeccién bacteriana que se contagia a través del contacto sexual con una
persona infectada. La clamidia es una de las enfermedades de transmision sexual (ETS) mas
comunes; mas de 50 millones de casos ocurren en el mundo y aproximadamente 3 millones de
casos ocurren en los Estados Unidos anualmente. (20)
————————————————————————————————
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2.1.5 Mycoplasma hominis

Los Mycoplasmas son patdgenos extracelulares que se adhieren a superficies epiteliales
celulares. Asi, las proteinas de adherencia son uno de los factores de mayor virulencia. La
proteina de adherencia en M. pneumoniae se ha identificado como una proteina de 168 kD
Ilamada P1. La adhesina P1 se localiza en la punta de las células bacterianas y se une con los

residuos de acido sialico localizados en las células epiteliales del hospedero. (21)

2.1.6 Neisseria gonorrhoeae

La Neisseria Gonorrhoeae o gonococo es una bacteria Gram-negativa, oxidasa positiva,
aerdbica, nutricionalmente fastidiosa, que microscdpicamente aparece como diplococos. Los
humanos son los Unicos hospedadores naturales del gonococo, el cual se transmite por via

sexual. (22)

2.1.7 Mycoplasma genitalium

El Mycoplasma Genitalium fue identificado por primera vez en 1980, pero es hasta este afio
cuando se estd expandiendo. De acuerdo con el estudio, la MG es una bacteria que esta
presente en alrededor del 1% de la poblacion mundial de entre 16 a 44 anos. Cientificos
britanicos la descubrieron y se estd dispersando rapidamente entre hombres y mujeres,
advierte un estudio publicado en el Journal of Epidemiology. El Mycoplasma genitalium (MG)
puede producir en las mujeres dolor pélvico y sangrado después del sexo. Se puede localizar en
la vagina, el cuello uterino y el endometrio. Se estudia si la nueva enfermedad de transmisién

sexual juega un papel importante en la infertilidad y el embarazo ectépico. (23)

2.1.8 Trichomona vaginalis

Trichomonas Vaginalis es un protozoo unicelular flagelado, actualmente incluido en el phylum
Parabasalia, un grupo de organismos flagelados microaerofilicos. Se le ubica en el tracto
urogenital del humano. Trichomonas Tenax y Pentatrichomonas Hominis se han asociado a
patologia bucal y respiratoria, e intestinal, respectivamente. T. vaginalis es el agente no viral

mas frecuente como causa de infecciones de transmisidn sexual. (24)
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Factores de riesgo

Inicio de una vida sexual a edades tempranas

El inicio de vida sexual a una edad temprana, representa uno de los principales riesgos, ya que
en esta época de vida la motivacién de pertenecer a un grupo social originan conductas
riesgosas, conjugado con la falta de proteccidén y la posibilidad de que las parejas pudieran

estar infectadas aumentan los riesgos de infecciones de transmisidn sexual.(25)

Al tener vida sexual activa antes de los 20 afios tienen mayor actividad sexual y mds tiempo de
exposicién y mayor probabilidad de tener contacto con diferentes tipos de virus del papiloma.
(25)

Promiscuidad

Segun un estudio analitico descriptivo y retrospectivo con una muestra de 70 adolescentes que
presentaron infeccién del VPH, se obtuvieron datos que demuestran que el 72.9% de jovenes
afirmaron haber tenido dos o mads parejas sexuales, se confirma con otro estudio realizado en
EE. UU. Donde se encontrd que los jévenes con dos o mds parejas sexuales son mas propensos

de contagiarse del virus del papiloma humano. (25)

Falta o uso inadecuado del preservativo

El uso incorrecto del preservativo o la falta del mismo en todo tipo de relaciones sexuales
predisponen al contagio del virus del papiloma humano y otras infecciones de transmision

sexual.

Especialmente el conddon femenino no se ha tomado en consideracion para estar en el cuadro
basico de métodos anticonceptivos por ser mas costoso, este permite aminorar los riesgos de
contraer VPH porque cubre mas darea genital y puede brindar una mejor proteccidon que el
conddén masculino, sin impedir al 100% el contagio del virus en dareas sin proteccién y

laceradas.

Higiene

La falta de higiene es otro factor de riesgo para la prevalencia de toda clase de infecciones a
causa de la retencion de esmegma y fimosis, que causan el acumulo de bacterias y virus en
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condiciones de irritacion crénica lo que facilmente puede albergar cualquier agente patégeno
e incrustarse por medio de la lesion. (25)

La higiene de los genitales disminuye la proliferacién de bacterias y virus en el area, en las que
las bacterias siempre estdn presentes, por ello es necesario tener habitos de higiene

adecuados que disminuyan la probabilidad de infecciones genitales. (25)

Alcoholismo, tabaquismo, drogadiccion y abuso de medicamentos

El habito de fumar, tomar bebidas alcohdlicas causa un efecto que favorece la infeccién de
VPH. El efecto nocivo por abuso en el consumo de alcohol que produce determinadas
sustancias que actuan como oxidantes, elementos cuya acciéon constituye un mecanismo

importante en la induccién de transformaciones malignas celulares. (25)

El habito de fumar presenta un efecto nocivo especialmente en las secreciones vaginales,
sobre todo en el epitelio del canal endocervical que es reservorio del virus del papiloma
humano, generando la inoculacién con mayor facilidad en ambiente &ptimo para su

propagacion. (25)

El uso de medicamentos y consumo de drogas provoca la depresidn del sistema inmunolégico
lo que predispone al desarrollo de cancer anogenital y del cuello uterino, ademas otros
factores que juegan un papel en la progresion de la infeccion es la susceptibilidad individual.
(25)

Inmunidad

Los diversos factores genéticos y efectos colaterales de coinfecciones simultaneas como de
otras enfermedades de trasmisidn sexual, que son agentes aceleradores de los efectos del VPH
tales como el virus de inmunodeficiencia, virus del herpes simple tipo 2 y Chlamydia

trachomatis. (25)

Otro riesgo es provocado por el uso prolongado de anticonceptivos, el cual se vincula con
infecciones provocadas por el virus, lo mismo sucede con la alteracién hormonal. Algunos
estudios estiman que las mujeres que utilizan anticonceptivos por mas de cinco afos duplican

el riesgo de contraer cancer cervicouterino por el exceso de hormonas. (25)
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Alimentacion

La dieta baja en antioxidantes, acido félico y vitamina C, favorece la persistencia de la infeccién
y la evoluciéon de lesiones intraepiteliales cervicales de primero, segundo y tercer grado,

inclusive del cancer cervicouterino (25)

Una dptima alimentacién ayuda a mantener las células en buenas condiciones de modo que no
permite el acceso de ninglin microorganismo patégeno, se recomienda una alimentacidn rica
en frutas y verduras, la nutricion equilibrada en antioxidantes ayuda a reducir la probabilidad

de infectarse. (25)

Existen circunstancias que aceleran el proceso de oxidacidon, entre ellas fumar, la
contaminacidon ambiental, los rayos ultravioleta y los alimentos con alto contenido de grasas,

sales y conservadores. (25)

Pobreza

La gran mayoria de la poblacién se encuentra en situacién de pobreza, donde se encuentra en
una discriminacién social especialmente por la falta de servicios publicos, entre los que se
encentran la falta de atencién médica, ademas de no contar con un nivel de educacién
superior, una vivienda digna, un empleo con prestaciones ,siendo la mas vulnerable y propensa
a enfermar a causa de la situacién en la que vive y la falta de oportunidades, dejando mas

expuestos a los adolescentes ante las enfermedades. (25)

2.3 REACCION EN CADENA DE LA POLIMERASA qPCR

La reaccién en cadena de la polimerasa en tiempo real es una técnica que puede detectar y
cuantificar cantidades muy pequefias de secuencias especificas de acidos nucleicos de
microorganismos, esta técnica es usada tanto en el ambito de investigacidn como en el
diagnéstico clinico ya que puede adentrarse en cambios tanto proteicos y funcionales asi como

medir cargas virales o bacterianas. (27)

La reaccién en cadena de la polimerasa en tiempo real es una técnica con la que se pueden
producir en el laboratorio multiples copias de un fragmento de ADN especifico, incluso en

presencia de millones de otras moléculas de ADN. (26)
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Esta técnica se basa en la implementacion de sondas marcadas con fluoroforos, las sondas de
hidrolisis son basicamente oligonucleétidos fluoroforos en ambos extremos que presentan una
secuencia complementaria aparte del fragmento de ADN que se quiere amplificar. Uno de los
fluoroforos actia como donador fluorescente en el extremo 5’ y el otro como aceptor de

florescencia en el extremo 3’ (27)

La ADN polimerasa se desplaza sobre la cadena de ADN sintetizando la cadena
complementaria a partir de un fragmento de ADN que sirve de molde (cebador). Al llegar al
punto en el que la sonda se ha hibridado, la hidroliza. El fluorocromo del extremo 5’ de la
sonda (el donador) es liberado. El fluorocromo aceptor no puede entonces absorber la
fluorescencia del donador por estar alejado de él espacialmente. Un detector realiza la medida
de esta emisién de fluorescencia, que es proporcional a la cantidad de ADN presente, vy la

representa graficamente. (27)

La gran complejidad de los procesos bioldgicos en los seres vivos ha sido por afios la razén por
la que los investigadores han centrado su atencién en descifrar los mecanismos que se
esconden detrds de esos procesos. Desde las primeras observaciones de Gregorio Mendel
hasta la actualidad, se tiene la nocidon de que parte de la explicacion de los diferentes
fendmenos bioldgicos se encuentra escondida en lo mds recéndito del genoma celular y que
una de las claves para entender dichos fendmenos es el estudio de los genes. Uno de los
descubrimientos mas importantes de la historia que marcd el inicio de una nueva era en el
estudio y conocimiento de los acidos nucleicos fue el de Watson y Crick, al descifrar la

estructura del ADN (acido desoxirribonucleico). (27)

Desde entonces, varios grupos han mostrado un gran interés por desarrollar métodos sensibles
y reproducibles que les permitan estandarizar protocolos experimentales para estudiar los
acidos nucleicos. Es asi como han ido apareciendo diferentes tecnologias cuyos protocolos
estan dirigidos al estudio del ADN; probablemente, la mds importante sea la reaccion en
cadena de la polimerasa (PCR, por sus siglas en inglés), desarrollada por Kary Mullis y que
revoluciond la biologia molecular y la forma en cdmo se estudiaban los acidos nucleicos en ese

momento. (27)

Actualmente se sabe que la mision de la PCR es copiar millones de veces una secuencia
especifica de ADN blanco mediante una poderosa catalisis llevada a cabo por una enzima
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conocida como ADN polimerasa, de tal manera que cantidades pequeiias de ADN pueden ser
sintetizadas y copiadas fielmente para analizarse con diferentes fines. (27)

El desarrollo de esta técnica permitiéd estudiar y manipular mejor al ADN, facilitando el
establecimiento de protocolos experimentales en biologia molecular. El progreso de esta
técnica ha sido muy notable y ha ido en paralelo con los nuevos retos para estudiar y
comprender mejor el rol de los genes, tanto en condiciones fisioldgicas como patoldgicas. Es
por ello que una de las formas recientes para detectar y cuantificar a los acidos nucleicos es a
través de la PCR en tiempo real, la cual es una modalidad de la PCR considerada como una

técnica cuantitativa. (28)

Hoy en dia, la PCR se aplica en diferentes areas de las ciencias biolégicas y de la salud,
formando parte del quehacer cientifico de muchos laboratorios de investigacién que la utilizan
principalmente para expresién génica, genotificacién, deteccién de patégenos y analisis de
mutaciones. En esta revisién se hace una descripcion de los fundamentos de la PCR
convencional o también conocida como punto final; ademas se explica qué se necesita para
que la reaccién sea exitosa, como se lleva a cabo y como se analizan los resultados.
Finalmente, introducimos al lector a la PCR en tiempo real con la finalidad de que comprenda

las diferencias basicas con la PCR punto final. (28)

2.4 Reaccidon en Cadena de la polimerasa qPCR aplicado al diagnostico de

microorganismos de Transmision sexual

2.4.1 Anyplex ™ Il STI-7

Permite la deteccion e identificacion de 7 principales patdgenos causantes de ITS - Chlamydia
trachomatis (CT), Neisseria gonorrhoeae (NG), Trichomonas vaginalis (TV), Mycoplasma
hominis (MH), Mycoplasma genitalium (MG), Ureaplasma urealyticum (UU), y Ureaplasma
parvum (UP) en una sola reaccion de PCR en tiempo real. Este ensayo se basa en la tecnologia
probada de RPD ™ Seegene y su tecnologia TOCE ™ desarrollado recientemente. La mayoria de
las ITS (infecciones de transmisidn sexual) son asintomaticos y algunos tienen altas tasas de
prevalencia. Si no se trata, pueden convertirse en una causa importante de enfermedades
tales como PID (enfermedad inflamatoria pélvica), embarazo extrauterino, infertilidad, dolor

pélvico crénico, cervicitis y uretritis. Anyplex ™ Il STI-7 Deteccidn es una prueba que no sdlo
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impide aln mas la transmisién de enfermedades de transmisidon sexual, pero también facilita
tratamientos eficaces de ITS, ya que detecta e identifica los 7 principales patdégenos causantes

de ITS dentro de 3 horas y 20 minutos después de la extraccién de ADN. (17)

Caracteristicas

Deteccién de 7 principales patdgenos causantes de infecciones de transmisién sexual en una
sola reaccion.

PCR en tiempo real Multiplex mediante la aplicacién de tecnologia de DPO ™y TOCE ™

El andlisis cuantitativo por el método ciclico-CMTA

Susceptibles de manipulacién de la muestra automatica y el control del sistema de ensayo

Sistema de UDG para eliminar y prevenir traspaso de la contaminacién

Total Control de Procesos

Analisis de resultados y la interpretaciéon conveniente proporcionada por Seegene Visor.

PRINCIPIOS Y DESCRIPCION GENERAL DEL PROCEDIMIENTO

Principios

La prueba de deteccidn STI-7 de Anyplex TM Il es representativa de la tecnologia de Seegene y
esta basada en la nueva tecnologia TOCE TM, la cual permite detectar multiples patdgenos en

un solo canal de fluorescencia en los instrumentos para PCR en tiempo real. (17)

En los ensayos de curvas de disociacidon actuales, se observan con frecuencia diferencias de
temperatura entre los ADN que muestran una gran variacidn en sus secuencias, lo que resulta
problematico en el area de diagndstico clinico, donde es critica la exactitud y reproducibilidad
de las pruebas. No obstante, la tecnologia TOCE TM esta disefiada para no verse afectada por

variaciones en la secuencia, por lo tanto, garantiza valores de Tm consistentes. (17)

La prueba de deteccion STI-7 de AnyplexTM |l representa una nueva clase de prueba molecular
por CMTA-ciclico que es un multiplexado. Este método puede discriminar mas patdgenos en

muestras co-infectadas. El AnyplexTM Il es un ensayo de PCR multiplex en tiempo real que
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permite la amplificacién, deteccidén y diferenciacién simultanea del material genético de C.
trachomatis (CT), N. gonorrhoeae (NG), M. genitalium (MG), M. hominis (MH), U. urealyticum
(UU), U. parvum (UP), T. vaginalis (TV) y el Control Interno (Internal Control, IC). La eficiencia
en un ensayo de PCR se ve reducida por inhibidores que pueden estar presentes en las
muestras clinicas. Debido a lo anterior, se ha incorporado un control interno (IC) al producto
para que funcione como un control exégeno global con el fin de monitorear el proceso de
aislamiento de acidos nucleicos y para verificar una posible inhibiciéon de la PCR. El control

interno es co-amplificado junto al material genético de las muestras clinicas. (17)

Ademas, se utiliza el Uracil-DNA glicosilasa (UDG) para evitar la mutagénesis por eliminacion
del uracil de las moléculas de ADN por escision del N-glicosilico unido e inicia la via de
reparacion por escision de base (VER). Este sistema es usado para el control de la

contaminacion cruzada de la muestra con amplicones. (17)

Procedimiento

Muestra (Orina, hisopados uretrales, vaginales y citologias en base)

Aislamiento de acidos nucleicos (extraccién de ADN)

Amplificacién y deteccién mediante el Sistema Anyplex TM Il

Anélisis de Resultados

MANEJO Y ALMACENAMIENTO

Los componentes de Anyplex TM Il STI-7 Detection, deben almacenarse a -20° C. Todos los
componentes son estables hasta la fecha de caducidad marcada en la etiqueta bajo las
condiciones de almacenamiento recomendadas. El congelamiento y descongelamiento
repetido debe evitarse ya que podria reducir la sensibilidad. Si los reactivos seran usados de

manera intermitente, deberdn almacenarse en alicuotas. (17)

2.4.2 Anyplex Il Deteccion HPV 28

Representa las tecnologias patentadas de Seegene, principalmente la tecnologia TOCETM
recientemente desarrollada, la cual hace posible detectar multiples patégena en un solo canal

fluorescente de un equipo para PCR en tiempo real. En el actual analisis de las curvas de fusion
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se observan a menudo diferencias de temperatura entre ADNs que tienen alta variacion de la
secuencia, resultando asi un problema en el campo del diagndstico clinico donde los
resultados precisos y reproducibles son criticos. Sin embargo la tecnologia TOCE estd disefiada
para que no sea afectada por la variaciones en la secuencia, por lo tanto garantizar

consistentes valores de la temperatura de melting. (29)

El Anyplex Il Deteccién de HPV28 es una prueba multiplex en PCR de tiempo real, que permite
la amplificacién simultanea, deteccion y diferenciacion de acidos nucleicos diana de diversos
virus del papiloma humano (VPH), tales como 19 tipos de alto riesgo del VPH (16, 18, 26, 31,
33, 35, 39, 45, 51, 52, 53, 56, 58, 59, 66, 68, 69, 73, 82) y 9 tipos de bajo riesgo del VPH (6, 11,
40, 42, 43, 44, 54, 61, 70), asi como el control interno (IC). (29)

En la PCR, la eficacia puede ser reducida por los inhibidores que pueden estar presentes en las
muestras clinicas. Un control interno (IC) se incorpora en el producto como un proceso

enddgeno

Con el fin de controlar el aislamiento de acido nucleico, y para verificar la posible inhibicién de
la PCR. El Control interno (IC) es co-amplificado con los acidos nucleicos objetivo dentro de las
muestras clinicas. El Il Kit Anyplex Il Deteccidn de HPV28 utiliza los genes de la beta globina
humana (HBB) como un control interno enddgeno que puede asegurar la purificacion de ADN,

y la verificacion de la reaccion de PCR. (29)

El sistema uracil-ADN glicosilasa (UDG) se emplea en el kit Anyplex Il HPV28.

La funcion de UDG es evitar la mutagénesis por eliminacion de uracilo de moléculas de ADN
mediante la escisién del enlace N-glycosilico e iniciando la via de reparacidon de base por
escision (BER). Por lo tanto, el sistema UDG se utiliza para el control de la contaminacion

cruzada de las muestras con amplicones. (29)

Procedimiento

Muestras de liquido basados en la citologia y muestra de escobilldn cervical.
Aislamiento del acido nucleico

Acido nucleico
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Amplificacién y deteccién usando el sistema AnyplexTM Il
Analisis de resultados
ALMACENAMIENTO Y MANEJO

Los componentes del kit de deteccién Anyplex Il HPV28 deben almacenarse a -20 °C. Todos los
componentes son estables en condiciones de almacenamiento recomendadas hasta la fecha
de caducidad que aparece en la etiqueta. Se debe evitar la descongelacién y congelacién, ya
gue esto puede reducir la sensibilidad. Si los reactivos se van a utilizar en forma intermitente,
deben ser congelados en alicuotas. (29)

John Caguana

M



Universidad de Cuenca

CAPITULO 1Nl

3. OBJETIVOS

3.1 OBJETIVO GENERAL

Diagnosticar enfermedades de transmisién sexual mediante PCR Tiempo Real en mujeres

indigenas del Ecuador 2016 - 2017.

3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Determinar la incidencia de virus del papiloma humano, Clamydia trachomatis, Neisseria
gonorrhoeae, Trichomonas vaginalis, Mycoplasma hominis, Mpycoplasma genitalium,
Ureaplasma urealyticum y Ureaplasma parvum, en mujeres indigenas de etnias Kychwa y

Shuar del Ecuador pertenecientes a las provincias de Loja, Morona Santiago y Cafiar.

¢ Descripcion de la técnica Reaccidn en cadena de la Polimerasa empleada para el Diagnéstico.

¢ Describir datos sociodemograficos de las mujeres que se realizan el diagndstico de

infecciones de transmision sexual.
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CAPITULO IV
4. DISENO METODOLOGICO

4.1 TIPO DE ESTUDIO

Estudio descriptivo donde se examina la relacidon existente entre la presencia de un
microorganismo y una serie de variables en una poblacion determinada, asi como la
descripcién de los procedimientos realizados en el laboratorio de biologia molecular

encaminada al diagndstico de las enfermedades de transmisidn sexual.

4.2 AREA DE ESTUDIO

Muestras cervicouterina obtenidas en la poblacidn indigena Kychwa y Shuar de las provincias
de Canar Comunidad Quilloac, Loja Cantdn Saraguro, Morona Santiago Cantén Sevilla Don

Bosco.

4.3 UNIVERSO Y MUESTRA

Universo

Constituyen todas las mujeres pertenecientes a los pueblos indigenas Kychwa, Saraguro y
Shuar, que acuden a los hospitales del Ministerio de Salud Publica de Canar, Saraguro y Macas.

Muestra

Para el calculo del tamafio de la muestra se tomaron en cuenta los siguientes pardmetros:
Tamafio de la poblacion kychwa y Shuar 970.321

Frecuencia esperada de la infeccién por VPH 30%

Limite de confianza 5%

Tamafio de la muestra 323 mujeres

La muestra se calculd con la siguiente férmula n = p*(l—p)*(Za/d)z.

Dénde:

d = distancia (o tolerancia) que deseamos obtener con respecto a la proporcion 0,05
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p = proporcién del problema que interesa 0,30

Za=1,96

Se trata de una muestra no probabilistica en razén de que las poblaciones indigenas son muy
dispersas.

4.4 CRITERIOS DE INCLUSION Y EXCLUSION

Criterios de Inclusion

Mujeres en edad fértil comprendidas entre 15 y 45 afios de edad.

Mujeres consideradas de nacionalidades indigenas SHUAR, KANARY, SARAGURO
No presentar sangrados vaginales

Abstinencia sexual de la participante tres dias.

Mujeres que hayan firmado en consentimiento informado, en caso de menores de edad el
asentimiento.

Criterios de exclusion

Mujeres no consideradas de nacionalidades indigenas SHUAR, KANARY, SARAGURO.

Mujeres que no hayan firmado el consentimiento informado y menores de edad cuyo
representante no haya firmado el asentimiento informado.

Mujeres Embarazadas.

4.5 VARIABLES

Las variables y su Operacionalizacidn se visualizardn en el anexo 1

4.6 METODOS TECNICAS E INSTRUMENTOS
METODO

Se llevd a cabo un estudio molecular con 398 pacientes (Mujeres de nacionalidades indigenas
Kychwa y Shuar) con la finalidad de determinar genes presentes en microorganismos de

transmision sexual.

John Caguana
Christian Carrefio Pagina 34



Universidad de Cuenca

TECNICAS
Reaccién en cadena de la Polimerasa en tiempo real

INSTRUMENTO

Se utilizaron equipamientos e infraestructura del laboratorio de Biologia Molecular de la
Universidad de Cuenca Facultad de ciencias médicas la misma que consta de:

Thermal Cycler BIO-RAD

Cédmara de Flujo Laminarm TELSTAR
Centrifuga LABNET
TERMOINCUBADOR LABNET
Pipetas automaticas LABNET
Vortex VORTEXMIXER

Kit HPV- 28 Anyplex

Kit ITS-7 Anyplex

QlAamp DNA

4.7 PROCEDIMIENTOS

LABORATORIO

Fase Pre analitica

. Recepcion de Muestras y Formularios
. Verificacién y validacién de formularios y datos de la Paciente con la ayuda de la
pagina web:

https://servicios.registrocivil.gob.ec/cdd/
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Para confirmacién de datos, como el nombre y nimero de cédula.

. Verificacidn y codificacion de la Muestra (Cervico uterina) VIAL.

. Preparacion de muestras y verificacion datos correspondientes a cada paciente previo
a la fase analitica.

Fase Analitica

. Extraccion de ADN (Tiempo requerido para procesar 5 muestras 40min.)

1. Mix 200ul de muestra, 20ul de proteinasa K, 200ul buffer AL. Vortex.

2. Incubar por 10minutos a 56°C

3. Agregar 200ul de etanol al 90% (4°C). Vortex.

4, Pasar el total del contenido a la columna, centrifugar 1 minuto a 8000 rpm.

5. Agregar 500ul de buffer AW1y centrifugar por 1 minuto a 8000 rpm.

6. Agregar 500ul de buffer AW2y centrifugar por 3 minuto a 14000 rpm.

7. Trasladar la columna a un ultimo tubo y agregar 150ul de buffer AE, incubar a

temperatura ambiente por 2 minutos. Centrifugar por 1 minuto a 8000 rpm.

8. Identificar tubo con DNA, conservar a 4°C.

. PCR en tiempo Real. HPV-28

Tiempo requerido para procesar 24 muestras 4 horas, 20 min.

1. Encender el equipo para posterior conexién con el computador.

2. Clic Bio-Rad CFX.

3. Open new experimento, se abre nueva ventana.

4, Protocol — ya existente — busco carpeta BIORAD QPCR 2014 y guardar en New carpeta
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705.

9.

Plate- Create new- select fluorophores: FAM, HEX, Cal Red 610, Quasar 670, Quasar

Sample type: Unknown indica que se debe sefialar doble recuadro Control + clic.

Sefialar fluorophores y damos nombre a cada recuadro (A,B)

Load — para grabar el nombre dado a cada recuadro. Lisa la bandeja.

Montamos las muestras en el equipo. Start Run- clic para iniciar. (A espera hasta

preparar mix)

PCR- Real Time.-

Master Mix: depende del No. De muestras (5ul de cada reactivo para 1 muestra; no olvidar NC,
PC1, PC2, PC3)

1. En un tubo de 1,5 ml colocara:

2. HPV 28. Tom A/ Tom B.

3. Water libre de ARNasas

4. PCR Master Mix

5. En los microtubos de color blancos colocar 15ul de PCR Mastermix

6. Agregar 5ul de muestra, NC, PC1, PC2, PC3

7. Una vez listo colocar los microtubos con mix y muestra en el equipo e iniciar corrida
Start Run.

Después de la corrida

4.

Clic en fluorophores y desmarco: FAM, HEX, Cal Red 610, Cal Red 670, Quasar 705.

Dejamos solo marcado Quasar 670 para luego proceder a marcar en CERO.

Marcar nuevamente los fluorophores.

Tools. Seegene export. Se abre lista de carpetas y busco, selecciono y guardo.
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5. Para visualizacidn de resultados abrir programa SEEGENE VIEWER, busco y abro CARPETA
No.1 para visualizar los resultados e INTERPRETAR.

o PCR en tiempo Real. ITS-7

Tiempo requerido para procesar 40 muestras 4 horas y 30 min.

1. Encender el equipo para posterior conexién con el computador.

2. Clic Bio-Rad CFX.

3. Open new experimento, se abre nueva ventana.

4, Protocol — ya existente — ITS-7 protocolo

5. Plate- Create new- select fluorophores: FAM, HEX, Cal Red 610, Quasar 705.

6. Sample type: Unknown indica que se debe sefialar doble recuadro Control + clic.

7. Sefialar fluorophores y damos nombre a cada recuadro.

8. Load — para grabar el nombre dado a cada recuadro. Lisa la bandeja.

9. Montamos las muestras en el equipo. Start Run- clic para iniciar. (A espera hasta

preparar el mix)

PCR- Real Time.-

Master Mix: depende del NUmero de muestras a procesar (10ul de cada reactivo para
1 muestra; no olvidar NC, PC1, PC2, PC3)

1. En un tubo de eppendorf de 1,5 ml se colocara:

2. 4x STl tom

3. RNase Free water

4. Anyplex PCR mdster mix

5. En los microtubos de color blancos colocar 15ul de PCR Mastermix
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6. Agregar 5 ul de muestra previamente colocada 5ul del Control interno
7. Una vez listo colocar los microtubos con mix y muestra en el equipo e iniciar corrida
Start Run.

Después de la corrida

1. Clic en fluorophores y desmarco: FAM, HEX, Cal Red 610, Quasar 705.

2. Se deja solamente marcado Quasar 670 para bajar a cero la linea de control

3. Marcar nuevamente los fluorocromos.

4, Tools. Seegene export. Se abre lista de carpetas y busco, selecciono y guardo.

5. Para visualizacion de resultados abrir programa SEEGENE VIEWER, busco y abro

CARPETA No.1 para visualizar los resultados e INTERPRETAR.

Fase Post analitica

Resultados obtenidos en el procesamiento de la Reaccidn en cadena de la polimerasa PCR Real
time. HPV -28; ITS-7

Verificacidn y validacién de resultados.

Reporte de controles internos.

Generacion de hoja de resultados; los mismos que cuentan con datos personales de la
paciente provistos en los formularios, y resultados de la PCR Real time.

4.8 PLAN DE TABULACION Y ANALISIS

Los resultados emitidos por el equipo BIORAD PCR real time, seran analizados por programas
informaticos “SEEGENE”, que posteriormente seran enviados al software SPSS 23 para el

analisis de datos estadisticos obtenidos en el procesamiento de las muestras cervicouterina.
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4.9 ASPECTOS ETICOS

En conjunto con el Proyecto, esta investigacidon se realizard aplicando los principios de la
Declaracién de Helsinki (adoptada por la 642 Asamblea General, Fortaleza, Brasil, octubre

2013), las leyes y reglamentos del pais, que sustentan la mayor proteccidn al individuo.

Para cumplir con tales propdsitos se procedié a recibir el visto bueno por parte del Comité de
Bioética de la Facultad de Ciencias Médicas de la Universidad de Cuenca; en este marco, previo
a la recoleccién de los datos, las participantes firmaron el consentimiento informado o colocar
su huellea digital. Para esto, a los lideres y demds miembros de la comunidad se les informd
acerca de los objetivos del estudio, tiempo de duracidn de las entrevistas, las preguntas que se
les realizo, las grabaciones de las entrevistas, detalles de los examenes médicos y de
laboratorio, la confidencialidad de la informacion, la libertad de retirarse de la investigacion en
el momento que considere pertinente y que por esta situacién no vieron afectado su situacion
personal, familiar ni laboral; ademds se les informd que por su participacidon no recibirian
ningun incentivo econdmico ni de otra indole. Dadas las caracteristicas de la investigacién, no

existid ningun riesgo de dafio fisico, psicolégico o de otra naturaleza para los participantes.
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CAPITULO V

5. ANALISIS DE RESULTADOS

Descripcion de la muestra

Se procesaron un total de 396 muestras cervicouterina, recolectadas por el grupo de
investigadores del proyecto “Disefio de un programa de promocion de salud sexual vy
reproductiva y de prevencion de VPH y de enfermedades de transmisidn sexual para mujeres
de Pueblos y Nacionalidades Indigenas KYCHWA y SHUAR del Ecuador, afio 2015-2017”

procedentes de comunidades de la Provincias de Canar, Loja y Morona Santiago.

Tabla N°1

Distribucion de 398 mujeres de etnia Kychwa y Shuar de las comunidades de Quilloac,
Saraguro y Sevilla Don Bosco segun sus caracteristicas demograficas y socioecondmicas.

Provincia de residencia No %
Saraguro 120 30,30
Cafiar 131 33,08
Macas 145 36,62
TOTAL 396 100
Edad
<20 33 8,33
20a39 293 73,99
40 y mas 70 17,68
TOTAL 396 100
Etnia
Kafiari 131 33,08
Saraguro 120 30,30
Shuar 145 36,62
TOTAL 396 100
Estado Civil
Soltera 70 17,68
Casada 169 42,68
Viuda 9 2,27
Divorciada 6 1,52
Unidn libre 142 35,86
TOTAL 396 100
Ocupacion
Personal directivo de Administracion publica y de 11 2,78
empresas
Profesionales intelectuales 15 3,79
Técnicos y profesionales de nivel medio 14 3,54

______________________________________________________________________________________________________________________________|
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Empleados de oficina 13 3,28
Comerciantes 20 5,05
Trabajador calificado agropecuario y pesquero 45 11,36
Oficiales operarios y artesanos 58 14,65
Operadores de instalaciones y maquinas 11 2,78
Trabajadores no calificados 173 43,69
Fuerzas Armadas 1 0,25
Desocupados 28 7,07
Inactivos 7 1,77
TOTAL 396 100
Nivel de instruccion
Ninguno 5 1,26
Centro de alfabetizacion 13 3,28
Primaria 152 38,38
Secundaria 185 46,72
Tercer nivel 31 7,83
Cuarto Nivel 8 2,02
No contesta 2 0,51
TOTAL 396 100

Fuente: Base de datos

Elaboracion: Los autores

En virtud a la poblacidon en estudio, se determind que el 33.08%, corresponde a muestras
cervicouterina obtenidas de mujeres de etnia kafari que radican en la comunidad de Quilloac,
seguida de un 30.30% pertenecientes a mujeres de etnia Kychwa Saraguro de la provincia de
Loja; finalmente un 36.62% de muestras fueron obtenidas de mujeres de etnia Shuar del

canton Sevilla Don Bosco.

Las mujeres cuyas edades oscilan entre los 20 a 39 afios representan un 73.99%, siendo las que
mas participaron en el proyecto de investigacién, seguida de un 17.68% (70/396) de mujeres
cuyas edades sobrepasan los 40 afios y un pequefio porcentaje del 8.33 % (33/396)

representada por mujeres menores a 20 afios de edad.

Un considerable nimero de mujeres a las que se les realizo el examen de la Reaccion en
cadena de la polimerasa son casadas representando un 42.68% suponiendo un grupo con vida
sexual activa, seguido de un 35.86% de mujeres que viven en unién libre, un 17.68% de
mujeres solteras, un 2.27% de mujeres viudas y un 1.52% de mujeres que segun indican los
formularios estan divorciadas.

e —
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En cuanto a las actividades ocupacionales que realizan un 43.69% de mujeres refieren ser
trabajadores no calificados, cuyo nivel de ingreso impide que las mismas puedan costearse

examenes biomoleculares que suponen un costo alto.

El nivel de educacidon determinado en el estudio brindan datos en los que se evidencia un
46.72% de mujeres que han culminado la secundaria, seguida de un 7.83% que decidieron
culminar el tercer nivel de educacion y un 2.02% que alcanzaron titulos de cuarto nivel, sin
embargo un considerable nidmero de mujeres representando un 38.38% refieren haber
culminado Unicamente la primaria seguida de un 3.28% cuyo nivel de educacién alcanzo
Unicamente centros de alfabetizacidn y un 1.26% que no han tenido niveles de instruccion

consideradas analfabetas.

Tabla N°2

Diagnéstico de genotipos de alto y bajo riesgo del virus del papiloma humano identificado en
las 398 mujeres de etnia Kychwa y Shuar de las comunidades de Quilloac, Saraguro y Sevilla
Don Bosco.

Genotipos de alto Genotipos de

riesgo Frecuencia Porcentaje bajo riesgo Frecuencia Porcentaje
No 302 76,3 No 355 89,6
Si 94 23,7 Si 41 10,4
Total 396 100,0 Total 396 100,0

Fuente: Base de datos

Elaboracion: Los Autores

Datos obtenidos en el laboratorio de biologia Molecular de la Universidad de Cuenca
determinan un 23.7% (94/396) de mujeres de nacionalidades indigenas del sur del Ecuador
presentan genes de alto riesgo del VPH, cuya correlacion con lesiones cervicales se
evidenciardn en el proyecto “Disefio de un programa de promociéon de salud sexual y
reproductiva y de prevencion de VPH y de enfermedades de transmisidn sexual para mujeres

de Pueblos y Nacionalidades Indigenas KYCHWA y SHUAR del Ecuador, afio 2015-2017".

Seguida de un 10.4% (41/396) de mujeres que fueron diagnosticadas con genes de bajo riesgo.
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Tabla N°3

Incidencia de genotipos de alto y bajo riesgo en mujeres de nacionalidades indigenas del sur
del Ecuador.

VPH positivo N° %

Si 135 34,09
No 261 65,91
Genotipos No % Incidencia
GAL 16 10 5,85 2,53
GAL 18 3 1,75 0,76
GAL 26 2 1,17 0,51
GAL31 10 5,85 2,53
GAL 33 1 0,58 0,25
GAL 35 1 0,58 0,25
GAL 39 15 8,77 3,79
GAL 45 3 1,75 0,76
GAL 51 5 2,92 1,26
GAL 52 6 3,51 1,52
GAL53 8 4,68 2,02
GAL 56 2 1,17 0,51
GAL 58 17 9,94 4,29
GAL 59 16 9,36 4,04
GAL 66 9 5,26 2,27
GAL 68 9 5,26 2,27
GAL 69 3 1,75 0,76
GAL73 0 0 0
GAL 82 5 2,92 1,26
GBR 6 6 3,51 1,52
GBR 11 2 1,17 0,51
GBR 40 1 0,58 0,25
GBR 42 11 6,43 2,78
GBR 43 4 2,34 1,01
GBR 44 2 1,17 0,51
GBR 54 9 5,26 2,27
GBR 61 6 3,51 1,52
GBR 70 5 2,92 1,26

Fuente: Base de datos
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Elaboracion: Los Autores

De acuerdo a los datos obtenidos en el laboratorio encontramos una incidencia del 34.09% del
VPH encontradas en muestras cervicouterina de mujeres de nacionalidades indigenas del sur

del Ecuador.

De acuerdo a genotipos de alto riesgo oncogénico se evidencio un 9.94% que hace referencia
al genotipo 58; 9.36% genotipo 59; 8.77% genotipo 39; 5.85% genotipos 16 y 31; 5.26%
genotipos 66 y 68; 4.68% genotipo 53; 3.51% genotipo 52; 2.92% genotipo 51 y 82; 1.75%
genotipos 18, 45y 69; 1.17% genotipos 26 y 56; 0.58% genotipos 33 y 35; seguido de genotipos
de bajo riesgo oncogénico en las cuales se evidencio; 6.43% genotipo 42; 5.26% genotipo 54;
3.51% genotipo 61y 6; 2.92% genotipo 70; 2.34% genotipo 43; 1.17% genotipo 44 y un 0.58%
del genotipo 40. Siendo estos los resultados emitidos en el laboratorio de biologia molecular

pudiendo ser evidenciados en los anexos.

Tabla N°4

Incidencia de infecciones de transmision sexual en mujeres kychwa y Shuar. Zona 6 - Ecuador,
2016.

ITS-7 No % Incidencia
Chlamydia trachomatis CT 16 4,42 4,04
Neisseria gonorrhoeae NG 3 0,83 0,76
Trichomonas vaginalis TV 15 4,14 3,79
Mycoplasma hominis MH 82 22,65 20,71
Mycoplasma genitalium MG 2 0,55 0,51
Ureaplasma urealyticum UU 62 17,13 15,66
Ureaplasma parvum UP 182 50,28 45,96
Muestras con ITS 362 100,00

Total de muestras 396

Fuente: Base de datos

Elaboracion: Los Autores

En cuanto a microorganismo relacionados con infecciones de transmisién sexual se evidencio
un mayor caso de Ureaplasma parvum siendo este un 50.28% (182/396) de mujeres
diagnosticadas con este microorganismo seguido de un 22,65% de portadoras de Mycoplasma

hominis MH; 17.13% de portadoras de Ureaplasma urealyticum UU; 4.42% de portadoras de
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Chlamydia trachomatis CT; 4.14% de podadoras de Trichomonas vaginalis TV; 0.83% de
portadoras de Neisseria gonorrhoeae NG y un 0.55% de Mycoplasma genitalium MG.
Microorganismos diagnosticados por la técnica de biologia molecular PCR real time en el

laboratorio de biologia molecular de la Universidad de Cuenca.

GRAFICO N°1

Descripcion de control de calidad utilizado en el analisis de genotipos del VPH, mediante PCR
real time.

1 2 . a4 B2 6 7016 91 5102 11 12! FAM HEX CdRedMO Quasef670 Quasev?OS Dlst Dan 3rd
o X X+ 000 ic
: 99O 000 =] 7\ 70
000 000 g / O\ o
- X Xc) 0006 g / \ /1 0\
: 90 00 . S\
- HO® Hoo ror/ /L N ——
Y 1C) Y- XC) 04 Fo7, — = —
G X J¢) 000 . ,
@ negative @ rostive () invaid [ Combine ® ? i T::p " N N

Fuente: Base de datos

Elaboracién: Los Autores

En el grafico emitido por el software seegene ese evidencia la presencia del control interno
brindado por la casa comercial con la finalidad de garantizar el diagndstico del genotipo del
VPH, asi como la presencia del gen 70 del virus del HPV, la prueba quedara validada siempre y
cuando exista la presencia del control interno (Cl) caso contrario sera invalidada y se procedera
nuevamente con el andlisis desde la extraccién del ADN. En el grafico podemos evidenciar asi
también controles positivos marcados con rojo (C), las mismas que hacen referencia a tres
controles positivos con diferentes cadenas de nucledtidos de genes de HPV, y un circulo de
color azul (C) haciendo referencia a un control negativo que Unicamente contiene agua usada
en laboratorios de biologia molecular. Evidenciamos también que en este ensayo existen tres
muestras invalidadas siendo una de ellas el control interno por lo que se confirmara con el
control externo, y en caso de las dos muestras invalidadas se procederd a repetir el ensayo,
circulos vacios marcados de azul hardn referencia a casos negativos de portadoras del VPH y
circulos rojos vacios hacen referencia a la presencia de algin genotipo pues asi se determina

en la region 7F donde constatamos la presencia del genotipo 70 del VPH.
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Genotipos del Virus del Papiloma humano encontrados en el laboratorio de biologia molecular
y determinados en investigaciones previas.

En estudios previos realizados en cantones de la ciudad de Cuenca encontramos una
prevalencia de un 3.42% de casos que hacen referencia al genotipo 39, sin embargo en
mujeres de nacionalidades indigenas existe un predominio del genotipo 58, en cuanto al
genotipo 39 se encontraba en tercer lugar catalogado como genotipo oncogénico, teniendo en
cuenta que se trabajé con la misma técnica biomolecular al tratarse de la Reaccién en cadena
de la polimerasa en tiempo real. Los métodos y técnicas actualmente utilizados en biologia
molecular para el diagndstico del VPH hacen mencidn a la reaccidn en cadena de la polimerasa
sin embargo son limitados los laboratorios que cuentan con equipamiento para realizarlo en
tiempo real por lo que un considerable nimero de laboratorios biomoleculares optan por usar

geles de agarosa cuyo inconveniente es el mayor tiempo que se invierte en ella.
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CAPITULO VI

6. DISCUSION

La sensibilidad y especificidad de la reacciéon en cadena de la polimerasa Anyplex HPV 28 viene
siendo una de las pruebas con mayor efectividad para el diagndstico de genotipos de HPV pues
en estudios previos realizados por la Journal of Clinical Microbiology evidencié una mayor
sensibilidad y especificidad frente a otra técnica diagnéstica PGMY-CHUV, dando como
resultado en sensibilidad y especificidad del 99% para la técnica de PCR real Time HPV 28
frente al 93,4% de la PGMY-CHUV. (30)

La concordancia global en tres técnicas biomoleculares analizadas para el diagnéstico de HPV
en 166 muestras, entre PCR-EIA, PACR LBH (Line blot hybridization), y HC2 (Hybrid Capture) fue
el 73% (36). La técnica biomolecular empleada por esta investigaciéon fue la gPCR real time
cuyo nivel de sensibilidad y especificidad supero los 95%, considerdandose como uno de los

métodos de diagndstico mas eficientes, a mas del estricto control de calidad interno empleado.

Un estudio previo realizado en los cantones de la provincia del Azuay, en el que participaron
146 mujeres se obtuvo los siguientes resultados; La prevalencia del VPH encontrada fue de
26,71%. Entre los genotipos de alto riego oncogénico identificados estan: 39, 53, 59, 45, 68,
16, 52, 58, 66, 31, 33, 69 y 73; y los genotipos de bajo riesgo reconocidos fueron: el 42, 54, 61,
6, 43,44y 70. La edad de mayor prevalencia esta en el grupo de entre 20 a 29 afios. (34)

Sin embargo se limitaron Unicamente al diagndstico del Virus del papiloma humano, en el cual
los resultados obtenidos discrepan con resultados obtenidos en nuestra investigacion debido al
numero de participantes y a los genotipos de virus del papiloma humano altamente
oncogénicos pues en nuestra investigacion sobresale el gen 58 en comparacidon con la

investigacion antes mencionada que existe una mayor prevalencia del genotipo 39.

La prevalencia de genotipos mas frecuentes, en orden descendente para la presente
investigacion tenemos los genotipos 58 (9.36%) genotipo 59 (8.77%) genotipo 39 (5.85%)
genotipos 16 y 31 (5.26%) seguido de genotipos de bajo riesgo oncogénico en las cuales se
evidencio los genotipos 42 (6.43%), genotipo 54(5.26%), genotipo 61 y 6(3.51%), genotipo
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70(2.92%). En la investigacion realizada en Argentina en el grupo de mujeres de etnia Pilaga
encontramos los genotipos 16 (19.4%), 6 y 18 (5.3%). Respecto al genotipo 16 se evidencio un

68.2% de variantes Europeas y un 31.8% de asiatico-americanas. (35)

La prevalencia de los genotipos mas frecuentes en paises latinos fueron Callao Peru 51, 53, 62;
la poblacion indigena de la amazonia Venezolana 16 y 33]; Jamaica 45, 58, 16, 35. Hospital
Isidro Ayora genotipos de alto riego 16, 52, 58 y de genotipos de bajo riesgo 16 y 5. Mujeres de
la ciudad de Cuenca Ecuador genotipos de alto riesgo 51, 16, 66, 52, 35, 39, 58, y 68, genotipos
de bajo riesgo 42, 43, 6, 11 y 44. (36)

Segun los datos sociodemograficos obtenidos por el proyecto de investigacion HPV Etnias, el
estudio se limitd a emitir resultados obtenidos Unicamente en el laboratorio de biologia
molecular cuyo papel fue el de detectar los genes del virus del papiloma humano asi como el
uso técnicas biomoleculares para el diagndstico de microorganismos de transmisidon sexual
como los mencionados anteriormente, conjuntamente con los datos sociodemograficos de
interés, para el laboratorio en los que estuvieron considerados; edad, estado civil,

procedencia, nivel de instruccidn, etnia, ocupacién asi como el nivel socioeconémico.

Siendo estos importantes pues contribuyen a la fase pre analitica al momento de realizar
cualquier prueba de laboratorio , pues hacen mencién a un 50% de error que se reduciria con
un correcto llenado de datos y una correcta toma de muestra teniendo que trabajar
conjuntamente el personal médico ginecoldgico, con el personal de laboratorio con la finalidad
que tras la obtencién de la muestra esta sea conservada adecuadamente evitando alterar el
ADN, asi mismo fue necesario el uso de viales con buferes amortiguadores que permitieron
conservar el ADN y su degradacion debido a que el tiempo que transcurria desde la llegada de

la muestra al laboratorio estaban entre 6 a 24 horas tras su recoleccién.

En cuanto a la incidencia de genotipos del virus del papiloma humano y otros microorganismos
causantes de infecciones de transmisién sexual, se evidencio que el 23.7% corresponde a
mujeres diagnosticadas con genotipos altamente oncogénicos como los descritos en la tabla
N°3, asi como un 10.4% de mujeres diagnosticadas con genotipos de HPV de bajo riesgo

oncogénico.
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En cuanto a las infecciones provocadas por microorganismos de transmisidn sexual viene
siendo algo novedoso en nuestro medio, la aplicacidn de técnicas biomoleculares para su
diagnéstico, pues en su mayoria se las puede evidenciar mediante técnicas inmunohistologicas
teniendo estas un bajo nivel de sensibilidad y especificidad, asi como la visualizacién directa
por microscopia, tal es el caso de la Trichomona Vaginalis la misma que es observada al

microscopio como un parasito flagelado con movimiento ondulante.

Sin embargo el uso de técnicas biomoleculares permite diagnosticar de mejor manera la
presencia del pardsito a mas de otros microorganismos, al amplificar una pequefia cantidad de
ADN del microorganismo mediante el uso de cebadores (primer) que se complementan con

ADN del microorganismo.

En cuanto a la incidencia de microorganismos de transmision sexual diagnosticados en el
laboratorio como lo evidenciamos en la tabla N° 4 estan; Ureaplasma Parvum 50.28%
(182/396); 22,65% de portadoras de Mycoplasma Hominis MH; 17.13% de portadoras de

Ureaplasma Urealyticum UU; 4.42% de portadoras de Chlamydia Trachomatis CT; 4.14% de
podadoras de Trichomonas Vaginalis TV; 0.83% de portadoras de Neisseria Gonorrhoeae NG y

un 0.55% de Mycoplasma Genitalium MG.

El uso de técnicas biomoleculares en la actualidad viene siendo de gran utilidad al tener un
nivel de sensibilidad y especificidad muy alto, al tratarse de analizar directamente el ADN de
microorganismos, siendo aplicables en otras areas médicas, por esta razén uno de los
resultados emitidos por el grupo de trabajo de Laboratorio fue la elaboracidn de un manual
practico para la realizacion de pruebas biomoleculares en las que se diagnostican
microorganismos de transmisidn sexual mediante PCR en tiempo real asi como medios

audiovisuales que permitiran ampliar su conocimiento en el area.

Dada la escasa investigacidon realizada en la aplicacién de técnicas biomoleculares para el
diagndstico de microorganismos de transmisidon sexual, se ha limitado Unicamente al andlisis
con técnicas convencionales, siendo la presente investigacion pionera en la implementacién de

la qPCR encaminada a diagnosticar patdgenos productores de ITS.
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7. CONCLUSIONES

El nimero de casos diagnosticados con genotipos del Virus del papiloma humano en mujeres
de nacionalidad indigena del sur del ecuador fue 135 de un total de 396 representando un
34.09% de la poblacion estudiada.

Entre los genotipos que mas incidencia demostrd es tubo el genotipo de VPH 58, frente a otros
genotipos de alto riesgo y el genotipo 42 entre los genotipos de bajo riesgo oncogénico.

Para el analisis del genotipo de hpv se utilizé 2,5 Ul de ADN en cada una de las mezclas (MIX A,
B) conjuntamente con cebadores siendo este de 7,5 Ul dando un total de 10UL.

El nimero de mujeres diagnosticadas con microorganismos de transmision sexual mediante la
técnica de la reaccion en cadena de la polimerasa fueron 362 de un total de 396
representando un 91,4% de los cuales hubo una mayor incidencia de Ureaplasma parvum con

un 45,96 %.

La poblacion con la que mds muestras se procesaron fueron del Cantén Sevilla don Bosco con
un total de 145 seguido por la comunidad de Quilloac con 131 muestras y finalmente 120
muestras fueron del cantdon Saraguro. De las cuales encontramos un 73% de mujeres cuyas
edades fluctuaban entre los 20 a 39 afos, en cuanto al estado civil un 42,68 % de mujeres son

casadas frente a un 17,68% de mujeres que refieren ser solteras.

Un considerable nimero de mujeres a las que se les realizod el diagndstico de microorganismos
de transmisidon sexual, son trabajadoras no calificadas por lo que se evidencia la escases
econdmica que implica que no puedan acudir a realizarse examenes biomoleculares, cuya
sensibilidad y especificidad es mayor en cuanto al diagndstico de microorganismos de

transmision sexual.

El material audiovisual elaborado sobre el procedimiento de la realizacion de la prueba
biomolecular Reaccion en cadena de la polimerasa, permitira al estudiante y personal de salud
conocer mas acerca de la realizacién de dicha prueba desde el momento que de obtiene la
muestra asi como el procesamiento en su totalidad la cual implica la extraccidon del ADN como

su posterior amplificacién en el termociclador.
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8. RECOMENDACIONES

Elaborar un mayor niumero de estudios en mujeres de nacionalidades indigenas que puedan
determinar que se trata de variantes genotipicas del VPH en relacidn a la etnia.

Realizar estudios comparativos entre la técnica de la reaccién en cadena de la polimerasa en
estudios de microorganismos en comparacién con técnicas de visualizacidn microscdpica,
como lo es el Papanicolaou y otras técnicas tales como inmunofluorecencia, Elisa, asi como
también la Reaccién en cadena de la polimerasa tradicional en la que se requiere mas tiempo

en el procesamiento

El uso de otro tipo de muestras a mas de la cervicouterina con la finalidad de diagnosticar
microorganismos de transmision sexual.

Capacitacién contintda en técnicas de diagndstico oportuno encontrando a una de ellas la
reaccién en cadena de la polimerasa ya que da cabida al diagnéstico de otras patologias al usar

cadena de ADN especificos para cada patologia.
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10. ANEXOS

ANEXO 1

Operacionalizacion de Variables

VARIABLE DEFINICION DIMENSION INDICADOR ESCALA
Edad Tiempo de vida de una | Aflos cumplidos |[Fecha de 15-20
persona desde su nacimiento 21-29
nacimiento hasta la visualizadaenla |[30-39
fecha. cedula. 39-45
Residencia Lugar que vive Ubicacion Formulario Quilloac
actualmente la Geografica aplicado a las Sevilla Don
persona, siendo esta participantes. Bosco
mayor a 6 meses. Saraguro
Estado civil Condicién de una Relacidn Cédula de Soltera
persona segun el familiar Identidad Casada
registro civil, en Viuda
funcién si tiene o no Divorciada
tiene pareja. Unidn libre
Nivel de Grado de estudios Estatus de Formulario Ninguno
instruccion realizados o en curso. | educacién. aplicado a las Primario
participantes Secundario
Tercer nivel
Cuarto nivel
Genotipos del Es un virus pequefio Identificacion Secuenciamiento | Hpv alto
virus del con doble cadena de del genotipo del |del HPV por PCR | riesgo: 16,
papiloma acido HPV real time 18, 26, 31,
humano desoxirribonucleico 33, 35, 39,
(ADN) que pertenece 45,51, 52,
ala 53, 56, 58,
familia Papovaviridae. 59, 66, 68,
69, 73, 82.
Hpv bajo
riesgo: 6, 11,
40, 42, 43,
44,54, 61,
70, 72.
Patdogenos Microorganismos Identificacion Secuenciamiento | Chlamydia
causantes de causantes de lesiones | del de los trachomatis
ETS inflamatorias, 7 microorganismo |microorganismos | (CT),
principales patégenos | causante de por PCR Real Neisseria
causantes de ETS. ETS. Time. gonorrhoeae
(NG),
Trichomonas
vaginalis
(TV),
Mycoplasma
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hominis
(MH),
Mycoplasma
genitalium
(MG),
Ureaplasma
urealyticum
(UU),y
Ureaplasma
parvum (UP)
Numero de Cantidad de Numero total Formulario 1
embarazos. embarazos, Embarazo: | de embarazos. aplicado a las 2
Periodo transcurrido participantes 3
entre la implantacién mas de 4
del cigoto hasta el
momento del parto.
Numero de Personas con la que Formulario 1
parejas ha mantenido aplicado a las 2
sexuales. relaciones sexuales. participantes 3
mas de 4
Uso de Método que impide el Formulario Si
anticonceptivos | embarazo aplicado a las No
participantes
Inicio de Vida Edad cronoldgica en Formulario Menor a 15
sexual gue la mujer ha aplicado a las anos.
empezado con su vida participantes 16 -20
sexual. afos.
21 -25 afios
26-30
afnos.
Mayor a 30
anos.
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ANEXO 2
Registro de laboratorio

QPCR - HPV28 N°:

Universidad de Cuenca

LABORATORIO DE BIOLOGIA PROTOCOLO QPCR - HPV28.
MOLECULAR UBICACION DE MUESTRAS.
Fecha:
4 MIX A MIX B
A,
1 2 3 4 5 7 8 9 10 11 12
A
B |
C
D
E
F
G
H
COCT A MIX COCTB
TOM A 7,5 ul TOM A
MIX + MIX
H20 ADN H20
total 2.5ul total
OBSERVACIONES:

Laboratorista

John Caguana
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QPCR - STI-7 N°:
LABORATORIO DE
BIOLOGIA MOLECULAR PROTOCQLO QPCR - STI-7.
UBICACION DE MUESTRAS.
PLACA PCR STI-7
0
1 2 |3 4 5 7 8 10 11| 12
A
B
C
D
E
F
G
H
MIX MIX U. urealyticum (UU)
4X STI-7 TOM 7,5 ul U. parvum (UP)
M. genitalum (MG)
Rnase-Free Water + M. hominis (MH)
N. gonorrhoeae (NG)
C. trachomatis (CT)
4X Anyplex PCR Master MIX ADN —
T. vaginalis (TV)
Total 2.5 ul Internal Control (IC)
10 ul C/T
: OBSERVACIONES
Laboratorista responsable: ........ccoceveveieienececveceeeeee. Firmat...oo v
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ANEXO 3

OFICIOS PARA AUTORIZACION
Cuenca, Junio 1 del 2016
Dr.

José Ignacio Ortiz Segarra

Director del Proyecto “Disefio de un programa de promocién de salud sexual y reproductiva y
de prevencion de VPH y de enfermedades de transmision sexual para mujeres de Pueblos y
Nacionalidades Indigenas KYCHWA y SHUAR del Ecuador, afio 2015-2017.”

Presente.-

Asunto: Solicitud de autorizacién para la elaboracién de tesis A3 (Pregrado)

Nosotros: John Patricio Caguana Mayancela, Christian Santiago Carrefio Calle alumnos de la
Universidad de Cuenca, de octavo semestre de la carrera de Laboratorio Clinico solicitamos a
Ud. Dr. José Ignacio Ortiz Segarra nos brinde la autorizacién respectiva para la elaboracion de
un proyecto de tesis de Pregrado previo a la obtencién del titilo de Licenciado en Laboratorio
Clinico, el mismo que llevara por nombre: PCR tiempo Real para el diagndstico de
enfermedades de transmisién sexual en muestras cervico uterinas de mujeres de
Nacionalidades Indigenas KYCHWA y SHUAR del Ecuador 2016.

Razon por la cual esperamos nos brinde su autorizacion.

Atentamente

John Caguana Mayancela Christian Carrefio Calle
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ANEXO 4
CONSENTIMIENTO INFORMADO

Los profesores de la Universidad de Cuenca (DIUC) realizamos esta Investigacién con la
finalidad de determinar la frecuencia de enfermedades de transmision sexual y el Virus del
Papiloma Humano, en muestras del cuello del uUtero de mujeres en etapa reproductiva,
pertenecientes a las comunidades de Sevilla Don Bosco en la provincia de Morona Santiago,
Quilloac en Canar y Saraguro en Loja. En esta oportunidad nos interesa conocer lo que Usted y
las demas mujeres de esta comunidad piensan y realizan acerca de su salud sexual y
reproductiva. La entrevista grupal que realizaremos ahora, tendrd una duracidon de
aproximadamente 90 minutos. Ademas deseariamos saber si usted estaria dispuesta para que,
a partir del mes de Agosto, uno de los médicos ginecdlogos del proyecto procedan a realizarle
un examen ginecolégico sin riesgo alguno para su salud y que tendrd como finalidad obtener
una muestra de la secrecién del cuello del Utero, la misma que servira para realizar un examen
conocido con el nombre de Reaccién en Cadena de la Polimerasa (PCR). Los examenes de
laboratorio, que se realizardn en la Facultad de Ciencias Médicas de la Universidad de Cuenca,
determinaran si Ud. tiene o no el Virus del Papiloma causante del cancer del utero, asi como
otras infecciones causadas por Chlamydia, N. gonorrhoeae, Trichomona Vaginalis, Mycoplasma
y Ureaplasma.

La participacion en este estudio es voluntaria, la informacién que se recoja sera confidencial y
no se usard para ninguln otro propésito fuera de los de esta investigacidn. La entrevista, no
tendrdn ningun costo, y los resultados de los andlisis le entregardn personalmente en el
consultorio, en la fecha que el médico lo determine.

Si tiene alguna duda sobre este proyecto, puede hacer preguntas en cualquier momento
durante su participacion. Igualmente, puede retirarse del mismo en cualquier momento sin
gue eso lo perjudique en ninguna forma.

Si algunas de las preguntas de la entrevista le parecen incémodas y considera que afectan a su
sensibilidad, usted tiene el derecho de hacérselo saber al investigador o no responderlas. Su
participacién le brindard a Ud. importantes beneficios ya que la investigacion permitira
detectar si estd libre de enfermedades de transmisién sexual o no tiene los virus causantes del
cancer del cuello uterino. En caso de tener resultados positivos para la enfermedad se le
remitird a un centro del Ministerio de Salud, para confirmar el diagndstico y realizar el
tratamiento mas adecuado.

Acepto participar voluntariamente en esta investigaciéon una vez que he sido informada de los
objetivos y metas de este estudio, que me realizardn un examen ginecolégico para obtener
una muestra de la secrecién del cuello del Gtero para examen de PCR; que el mencionado
examen no implica riesgo alguno para mi persona, que los resultados me entregaran y que
tendré que responder un cuestionario en una entrevista realizada en el consultorio médico.
Reconozco que la informacién que yo provea en el curso de esta investigacion es
estrictamente confidencial y no sera usada para ningun otro propésito, fuera de los de este
estudio, sin mi consentimiento. Para constancia de lo antes expuesto, registro mi firma o
huella digital.

Nombre y firma o huella digital de Ila

participante
Nombre y firma del/a

Investigador/a Lugar:
Fecha: / /
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ANEXO 5

Formulario de registro de pacientes

PROYECTO: Disefio de un programa de promocion de salud sexual y reproductiva y de prevencion
de VPH y de enfermedades de transmision sexual para mujeres de Pueblos y Nacionalidades
Indigenas KYCHWA y SHUAR del Ecuador, afio 2015-2017

FORMULARIO DE RECOLECCION DE DATOS  Etnia: Kafari []  Shuar [ ] Saraguro [ Codgo

Confidencialidad: los datos proporcionados por la informante son estrictamente confidenciales y seran utlizados unicamente con fines
estadisticos de acuerdo al articulo 21 de laley de estadistica.

Nombre del/a entrevistador/a Lugar: Fecha: /| Horadeinicio: _ :
1. Caracteristicas demograficas y socioeconémicas

1.1. Nombres completos de la mujer: 1.2. Edad en afios cumplidos:

1.3. Nimero de cédula 1.4. Numero de historia clinica

15. Estado civil: Saltera[ ] Casadal_] Viuda[T] Divorciada["] Unionlibre[T] 1.6 Fecha de nacimiento: /1

1.7. Fecha dela Ultima menstruacion 1.8. Numero de embarazos Partos Abortos
19. Lugar de procedencia: Provincia Ciudad| |

1.10.Residencia: Provincia Cudad 1 Vivienda: Latitud: Longitud:

1.11. Teléfono del domicilio: Teléfono celular:

1.11. Sende con quien vive actualmente: Vive sda |:| Conla pareja D Con hijo(s) |:| Con pad'e[] Con madre [:]
Con Hermano(s)[_] Con otros familiares [ ]~ Con ofras personas [ Jcudles
1.12. Trabaja No[T] Si [} En qué trabaja):
1.14. Esta jubilada No[TJSi[TJ- De qué se jubil
1.15. Utimo nivel de instruccion: NngunoD Centro de afabetizacion D Primaria n Secundaria D Tercer nivel n Cuarto nivel n
Nosabe[T] Nocontesta[ ]
2. Estratificacion del nivel socioeconémico o D@ao)
2.1. Caracteristicas de la vivienda
2.1.1. Caracteristicas dela vivienda: Suite de lujo[_J59 ~ Cuarto(s) en casa deinquiinato [J59  Departamento en casa o edificio[ ] 59
CasaVila [J59 Mediagua[J40 Rancho[J4  ChozalCovachalOtro[ ] 0
212 H material predominante delas paredes exteriores de la vivienda es de: HonnigénDSQ Ladrilo o bloque[]55
Adobe/ TapiaD 47 Cana revestida o bahareque/ Madefag 17 Cana no revestida/ Otros maten'desDO
21.3. H materid predominante del piso de la vivienda es de: Duela, parquet, tablon o piso flotante D48 Ceramica, baldosa, vinil 0
marmeton []46  Ladrillo o cemento [J34  Tablasin tratar [J32  Tierra/ Caiiaf Otros materides [Jo
2.1.4. ;Cuantos cuartos de bafio con ducha de uso exclusivo tiene este hogar?
No tiene cuarto de bafio exclusivo con ducha en & hogarDO Tiene 1 cuarto de bafio exdusivo con duchaD 12
Tiene 2 cuartos de bafio exclusivos con ducha [[]24  Tiene 30 més cuartos de bafio exclusivos con duchaD 32
2.1.5. B tipo de servicio higiénico: No tiene CJo Letrina[J15  Con descarga directa al mar, rio, lago o quebrada[ ] 18
Conectado a pozo ciegoD 18  Conectado a pazo seplico D22 Conectado a red publica de dcantariladoD 38
2.2. Acceso a la tecnologia
221. ¢Tiene este hogar servicio de internet? No[J0 Si[(]45
2.2.2. ¢Tienen computadora de escritorio? ~ No[_J0 Si[C]35
2.2.3. ; Tiene computadora portail? NolJo siJ30
2.2.4. Cuéntos celulares activados tienen en este hogar? No fiene celuar nade en & hogar [J0 Tiene ! celuar[ ] 8
Tiene 2 celulares DZZ Tiene 3celulares [J32 Tiene 4 o mas celulares D 42
2.3. Posesién de bienes
23.1. ;Tiene este hogar senvicio de teléfono convencional? No[ J0 Si[J 19
232 ;Tiene cocina con horno? No[Jo Si[J20
233 ;Tienerefrigeradora?  No[JO Si[]30
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224. ;Tiene lavadora? No[Jo si[J18

225. ;Tiene equipo de sonido? No[]0 Si[]18

226. ¢Cuantos TV a color ienen en este hogar?  No tiene TV a color en ¢ hogar[_]0 Tiene! TVa cdorD9
Tiene2TVacolor[]23  Tiene 3 o mas TV a color[ ]34

227. ¢Cuantos vehiculos de uso exclusivo tiene este hogar? No tiene vehicuo exdlusivo para el hogar[_]0
Tiene t vehiculo exclusivo[]6  Tiene 2 vehiculos exdlusivos[ ] 11 Tiene 3 0 mas vehiculos exclusivos[]15

2.3. Habitos de consumo

231. ¢Alguien en el hogar compra vestimenta en centros comercides?  No[Jo Si[[]6

2.3.2 ¢En el hogar alguien ha usado internet en los tltimos 6 meses? No[TJo Si[]26

233 ¢En € hogar dguien utiliza correo electronico que no es del trabajo? NoDO Si[J27

2.3.4. ;En ¢l hogar alguien esta registrado en una red social? No[Jo si[J28

235. Exceptuando los libros de texto o manuales de estudio y lecturas de trabajo. ¢ Alguien del hogar ha leido algin libro completo en los
dtimos 3 meses? No[Jo Si[]12

2.4. Nivel de educacién

24.1. ¢Cudl es ¢l nivel de instruccion del Jefe del hogar? Sin estudios[]J0  Primaria incompleta ]21  Primaria completa[ ]39
Secundaria incompletaD 41 Secundaria completaE]GS Hasta 3 anos de educacion supen'orD 91
4 o mas afios de educacion superior (sin post grado)["] 127 Postgrado[]171

25. Actividad econémica del hogar
25.1. ¢Alguien en ¢ hogar esta afiliado o cubierto por el seguro del IESS (general, voluntario o campesino) y/o seguro del ISSFA o

ISSPOL? No[J0 Si[]39
252 ;Alguien en € hogar tiene seguro de saud privada con hospitdizacion, seguro de salud privada sin hospitalizacion, seguro
internacional, seguros municipales y de Consejos Provinciaes y/o seguro de vida? NoD 0 S|D56
253. ;Cud esla ocupacion del Jefe del hogar?  Personal directivo de la Administracion Piblica y de empresas|_] 76
Profesiondles cientificos e intelectuales[]69  Técnicos y profesionales de nivel medoD46 Empleados de oficina[]31
Trabajador de los servicios y comerciantes [[]18 Trabajador calificado agropecuario y pesquero[ ] 17 Oficiales operarios y artesanos[_J17
Operadores de instalaciones y maquinas [_]17 Trabajadores no calificados] 10 Fuerzas Armadas[_ 4 Desocupados[ 14 Inactivos [ 17

3. Factores de riesgo
3.1. Estado nufricional. Pesoen kg[ ] Tallacm| | IMC[NaN ]
3.2. Inicio dela vida sexual. ;A qué edad tuvo su primera relacion sexual? Edad en aiios

3.3. Edad con primer parto. A qué edad tuvo su primer parto? Edad en afos

3.4. ;Cuantos embarazos ha tenido? 35. ¢Cuantos partos ha tenido? 3.6. 4 Cuantos abortos ha tenido?

3.7. ¢Cuanto comparieros sexuaes ha tenido usted en toda su vida?

3.8. ¢ Su pareja, ha tenido méas companieras sexuales? No[ "] Si[_]— Cuéntas: No sabe [[]

39. ¢ Utiiza algin método anticonceptivo? No[TJSi [} Cudi: Durante qué iempo: __ (meses)
3.10. ¢ Ha tomado pastillas anticonceptivas? No[] Si[}- Cua: Durante qué fiempo:_ (meses)
3.11. ¢Se ha cdocado agin dispositivo intrauterino? No[T] Si[J Cual: Durante qué iempo: _ (meses)
3.12. ¢ Ha utilizado usted o su pareja preservativos? No[] Si["}- Durante qué tiempo: (meses)

3.13. jHausado usted otro método anticonceptjvo?NoD Si D—v Cud: Durante qué tiempo: (meses)
3.14. ¢ Ha tenido secrecion vagind patologica? No[] Si[}- Durantequétiempo: (Especifique: afios, meses o dias)
3.15. ; Ha tenido alguna enfermedad de transmision sexud? No[T] Si T} Cual:

3.16. Se ha redizado & examen de Papanicolaou: No[] Si[CJ— Hace qué tiempo: (meses)

3.17. En caso de que no se haya realizado, ¢ por qué?
3.18. ; Ha tendido resuitados de Papanicolaou alterado:  No[_] Nosabe[] Si[}— Cual:
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3.19. ¢ Ha recibido tratamiento por problemas en ¢ cuello uterino?, como Cauterizaciones[] Otro D—» Cual No D
3.20. ¢ Toma usted alguna medicacion? No[[] Si[J~ Cual(es)
3.21. ¢Usted fuma cigamilos? No[Z] Si[_}~ Cuantos ciganrillos al dia [ ]

3.22. 4Los médicos e han diagnosticado a usted de Diabetes? No[T] Si[T]

3.23. jLos médicos e han diagnosticado a usted de Hipotiroidismo? No[] Si[]

3.24. ¢ Usted toma corticoides? No[ZJ Si[C] (verlista de corticoides en anexo)

3.25. ¢ Usted toma inmunosupresores No[_] SiD (ver lista de inmunosupresores en anexo)

3.26. ¢ Ha recibido vacuna para VPH? NoD Si D—» hace qué tiempo: (meses)
3.27. {Alguien de su familia ha sido diagnosticada de cancer de cuello uterino? No[] Si[_J~ Cual familiar:

Fechade latoma demuestra ~ /  /

Observaciones:
Fecha ! / y hora de finalizacion:
Nombre y fima del(a) entrevistador(a) Fima:

Correo electronico del(a) entrevistador(a)

Correo electronico de la paciente:
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ANEXO 6

Formulario de Reporte de Resultados de
Labor

PROYECTO: Disefio de un programa de promocién de salud sexual y reproductiva y de
prevencién de VPH y de enfermedades de transmision sexual para mujeres de Pueblos y
Nacionalidades Indigenas KYCHWA y SHUAR del Ecuador, afio 2015-2017

FORMULARIO DE RECOLECCION DE DATOS Codigo 131SHM

Confidencialidad: los datos proporcionados por la informante son estrictamente confidenciales y seran utilizados nicamente con fines
estadisticos de acuerdo al articulo 21 de la ley de estadistica.

1. Nombres completos de la mujer:

2. Etnia: Kafari [| Shuara [m Saraguro [

3. Edaden afios: Fecha de |a tltima menstruacion Numero de embarazos ~~ Partos _ Abortos
4. Residencia: Provincia: Morona Santiago Canton: ¢ Utiiza algiin método anticonceptivo? No[Z]Si[T]

5. Numero de cédula: 6. Numero de historia clinica:

7. Teléfono del domicilio: _ Teléfono celular:

8. Nombre del médico que tomdla muestra LORENA MUKIOZ Lugar; MACAS Fecha; 10 /03 /2016

9. Genotipo(s) identificado(s) de alto riesgo
16SiCINo[C]  18SICINo[] 26 Si[CINo[] 31SiCINo[] 33Si[CINo[C] 35Si[TJNo[] 39Si[No[]
45siINo[]  51siCNo[C]  s2SiCINo[T] 53 Si[CINo[T] 86 SIINo[] 58 SICJNo[T] 59 SiCINo[]
66 SICINo[T] 68 SiNo[] 6oSi[NoT] 73 SiCINo[T] 82 Si[TJNo[T]  Ninguno[]

10. Genotipo(s) identificado(s) de bajo riesgo
6 Si[JNo[] 11 Si[JNo[[] 4oSi[INo[] 42Si[JNo[] 43Si[No[] 44Si[CJNo[] 54 Si[JNo[]]

61 Si[JNo[[] 70 Si[_JNo[_] Ninguno[T]
11. Patogenos de transmision sexual (ETS):  Ninguno Si[] N

Chlamydia trachomalis(CT) ~ Sif_} Nol Mycoplasma hominis (MH) ~ Si[TJ No[]  Ureaplasma urealyticum (UU) Si [ No
NoRseE gotcmosne (1K) SI Ly M9 Mycoplasma genitalium (MG) Si[] No[]  Ureapiasmaparvum (UP)  Si[] No
Trichomonas vaginalis (TV) ~ Si No
12. Nombre del laboratorista MAGISTER ALFREDO CAMPOVERDE _ Lugar. CUENCA Fecha: /[
LABORATORIO BIOLOGIA MOLECULAR
i IFr:fecmones Flora mixta Trichomonas vaginalis Sif ] No
ora normal Si :
Gardnerella s.ﬁ ﬁ Leptothrix e caenomats Gl o
amydia trachomatis Si o
Actynomices Si Herpes Virus S' Y
14. Clasificacion de Bethesda: Citologia Normal  Si [] No [[]
ASC-US siCIno [ ASC-H siC N
AGC-NOS siCINo[] AGC-N si_INo
LIE de bajo grado  Si[_JNo[] LIE de altogrado  Si
Carcinoma No[] Adenocarcinoma  Si[_JNo

15. Muestra satisfactoria  Si[_] No[]

16. Eveluacion Hormonal:
Frotis  trofico  Si[C] No[] Frotis citdlitico sil] No[C Frotis atrofico sild] no [

(estrogénico) (progestageno)

17. Hallazgos miscelaneos:

Inflamacion Si[T] No[] vaginosis SiCJ No [l Atrofia SiC] No [
Cambios post-radiacion si] N[ Cambios asociados a uso de DIU silC] No[d
18. Nombre del laboratorista DRA ROCIO MURILLO Lugar: Fecha: /i

LABORATORIO CITOLOGIA

19. Envio de resultados

Notificacion paciente
PACIENTE,

MEDICO Enviar resultados
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ANEXO 7
Equipo utilizado para la amplificacién del ADN

TERMOCICLADOR BIORAD

e v%-‘ﬁ;ﬂ/_l’

Equipo de investigadores en Saraguro

Equipo de investigadores en Macas
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El proposito es defectar
a fiempo elvirus

CAM U D |
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Procesamiento de muestras en el Laboratorio de Biologia Molecular
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