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RESUMEN

Las infecciones bacterianas adquiridas duranteagbmson una causa importante

morbi-mortalidad neonatal. Entre los gérmenes enados con mas frecuencia estan

Streptococcus agalactiafSGB), y agentes causantes de infecciones denirsiiog

sexual (ITS) comdChlamydia trachomati$CT) vy Neisseria gonorrhoeaé\NG). Las

prevalencias a nivel mundial y de Latinoamérica diversas. En nuestro pais poc

datos se conocen con respecto a la prevalenciatdse enfermedades. El objetivo

este estudio fue determinar la prevalencia HEa@ydia trachomatigCT), Neisseria

gonorrhoeagNG) v Streptococcus agalactiaen pacientes gestantes del area urb

de la ciudad de Ibarra en el afio 2008 vy determfaatores de riesqo asociados a es

enfermedades.

Se realizd un estudio transversal, observaciomalumsa muestra de 152 mujers

He
el

DS

e

ana

tas

N

embarazadas. En este grupo de pacientes se idéréfipresencia de SGB mediante

cultivo microbiolégico convencional vy la presende CT v NG mediante Reaccion &

Cadena de la Polimerasa en tiempo real (qPCR)alSelaron las prevalencias de ca

microorganismo globalmente vy por grupos de edashyespresadas en porcentajes d

un intervalo de confianza del 90%.

La prevalencia de SGB fue de 13,15%, con el mas @trcentaje en el grupo de

mujeres> 40 afios. La mayoria de casos positivos provinie®rcultivos vaginales

(7%) vy tan solo el 2% de los 2 sitios anatomicoadi¥a vy recto/ano). I@amydia

trachomatispresentd una prevalencia de 23,02%, observandaosayar porcentaje er

n
Ha

on
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los grupos etarios mas joévenes: 15 a 19 v 20 &i2d. &No se encontrd ningln caso de

Neisseria gonorrhoeae.

Palabras clave: @amydia trachomatis (CT), Neisseria gonorrhoeae(NG),

Streptococcus agalactid&GB), prevalencia.

SUMMARY

The bacterial infections acquired during deliveme &a major cause of neonatal

morbidity and mortality. Among the most common ggrivund areStreptococcus

agalactiae and agents of sexually transmitted infectiong (hlamydia trachomatis

and Neisseria gonorrhoeaeThe prevalence worldwide and in Latin America are

diverse. In our country, few data are known alibatprevalence of these diseases. The

aim of this study was determine the prevalenc€loamydia trachomatis, Neisseria

gonorrhoeae andStreptococcus agalactiae urban pregnant area of the city of Ibarra

in 2008 and identify risk factors associated witbse diseases.

We performed a cross-sectional study, observationalh sample of 152 pregnant

women. In this group of patients was identified theesence ofStreptococcus

agalactiaewas identified by conventional microbiological fwuk, and the presence of

Chlamydia trachomatisand Neisseria gonorrhoeady Real-time Chain Reaction

Polymerase (qPCR). We calculated the prevalenceaoh organism globally and by

age groups, and they are expressed in percentaides 90% confidence interval.

The prevalence of GBS was 13.15%, with the highestentage in the group agedO

years. Most positive cases were from vaginal cefui7%) and only 2% of the 2

anatomic sites (vagina and rectum / anuShlamydia trachomatispresented a

prevalence of 23,02%, with the highest percentagée younger age groups: 15 to 19

and 20 to 24. No cases NWe&isseria gonorrhoeawere found

12
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1. INTRODUCCION

Gran parte de la morbi-mortalidad neonatal es ddela infecciones bacterianas
adquiridas durante el parto normal. Los nifios pitenos y los nifios de bajo peso
presentan mas prevalencia de estas infecciondse lga gérmenes mas frecuentes que
causan las infecciones neonatales destac&treptococcus agalactia€SGB), y los
agentes causantes de infecciones de transmisionals€klS), como Chlamydia
trachomatis (CT) y Neisseria gonorrhoeaéNG) (Pefia, 2006; Blanco et al, 2002;
SEGO, 2003; Allaire et al, 1998).

1.1 Streptococcus agalactiasGB)

El SGB es el principal agente etiolégico de la sepeonatal precoz y meningitis
bacteriana (Valdés et al, 2004; Diaz et al, 200Ra incidencia reportada en EEUU es
de 1 a 4/1000 nacidos vivos, con alta mortalidéadeés E, et al — 2004).0s neonatos
con infeccion por SGB requieren un periodo de i@igacion mas prolongado y el
rango de mortalidad es alto entre el 10 y 20%. Agsienifios que sobrevivieron
presentaron secuelas neuroldgicas graves (Adk 003). La colonizacion materna
es el factor mas importante para que los reciéidosguedan llegar a desarrollar
enfermedad neonatal. También se ha descrito sel@cign con el nivel de anticuerpos
maternos anticapsulares para SGB (Pefia, 20@8). tasas de colonizacion en mujeres
embarazadas varian del 10 al 40%, dependientis gmblaciones de estudio, medios
y técnicas de cultivo utilizados (Bartolomeo et2005; Valdés et al, 2004Diaz y
Nieves, 2008; Valdés et al, 2003)

El 5% de los nacidos a término tienen signos Yosias de sepsis al momento del parto.
Tomando en cuenta esta consideracion, en 1997 afigérain estudio de analisis
computarizado de costos, utilizando estimados pathtis durante el mismo afio. Este
estimado se basé en una estrategia obstétricae“seb cultivo microbioldgico”. El
costo encaminado a la prevencion de infeccion @B 8scilé entre $28,800 - $34,800
para ese afio en EEUU. Esto contrasta con el cestiethcion para un recién nacido
con sepsis por SGB, en una unidad de cuidadossintenneonatales, en el mismo pais,
que en el aflo 1997 alcanzo cifras de $33,00864279 (Fargason et al, 1997).

14
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Por todo lo que representa una infeccion neonataS@B, el CDC de Atlanta en 1996
sugirié que" cada centro de salud analice, de acuerdo a su dedlilocal, cuél es la
mas apropiada‘y plante6 dos estrategias posibles de manejo. Leepriesta basada en
los “factores de riesgo” que la gestante puedaeptas tales como: embarazo < 37
semanas, ruptura prematura de membranas >18 hotasgperatura >38.0°C, para
adoptar la administracion de antimicrobianos irdrep La segunda es el “tamizaje
basado en el protocolo” para realizar la busqueli®&&B en las mujeres embarazadas
de 35-37 semanas de gestacion sin factores de r((€&YC, 2002).

1.2 Chlamydia trachomatigCT)

La CTes uno de los principales microorganismos causintmfeccion de transmision
sexual, considerandose en los paises europea®biempa de salud publica. Se estima
gue existen 50 millones de nuevos casos por afigeh mundial y 4 millones de
nuevas infecciones por afo en los Estados Unidow (N y Egger M, 2002)con un
costo de 2,4 billones de ddlares (Washington e1387). Es la enfermedad mas cara
después del HIV debido al costo en el tratamiemtdag secuelas como enfermedad
pélvica inflamatoria, embarazo ectdpico e infattitl, que esta enfermedad produce
(Scholes et al, 1996).

La CT en la mujer embarazada se asocia con patérprino, muerte fetal y retardo del
crecimiento intrauterino. Ademas, es una de lasaamas comunes de complicaciones
infecciosas del neonato, como la conjuntivitis yrnaumonia que son de mayor
prevalencia (Romoren et al, 2007; Andrews et a@51%alcedo, 2003; Watson et al,
2002). Se ha estimado un riesgo de 50 a 70% dsntisidn vertical de las gestantes
portadoras deChlamydia trachomatisespecialmente durante el parto vaginal y/o
durante el parto por operacion cesarea, en emiscanoplicados por rotura prematura
de membranas (Schachter et al, 1986; Arya et 811;19mith y Taylor, 1993; Valdés et
al, 2002).
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1.3 Neisseria gonorrhoeae (NG)

La NG es considerada como una bacteria de tramsnssxual que produce un gran
impacto en la salud, sobre todo de mujeres y ni@egr y Piot, 1993). La infeccion
cervical puede causar graves complicaciones cofadililad, cancer cervical, aborto
espontaneo, infeccion ascendente, parto prematuracmniento de recién nacido de
bajo peso (Mullick et al, 2005). Ademas, estudipslemioldgicos proveen evidencia
de que la infeccidon gonocécica facilita la transémsde HIV (CDC, 2006). Por su
asociacion con la morbi-mortalidad materno-infantds paises desarrollados han
creado programas de diagnéstico encaminados anpreaste tipo de enfermedades y
sus complicaciones, mientras que en los paisessrrdllo el diagnostico de infeccion
cervical estd limitado al manejo sindrémico. Antgaesituacion la OMS desarrolld
guias de tratamiento en los casos de ITS sintoozdpara los paises que no cuentan
con el soporte de diagnéstico adecuado (Romorah 2007; WHO, 2003).

Gracias a los programas de Salud Publica implerdesta nivel mundial, la
prevalencia de gonococo ha disminuido notablemé&mteEstados Unidos la incidencia
bajo de 500 casos en 100000 habitantes en 193& b2a3 en 1997; mientras que en
Canada la incidencia baj6 de 217 casos en 198 cados por 100000 habitantes en
1995 (Chin, 2000).

La mayoria de mujeres con una infeccion cervical @d y/o NG son asintomaéticas,
razon por la cual su infeccién no puede ser detactan los protocolos sindromicos
(Mullick et al, 2005). El tamizaje de este tipo idéecciones entonces, esta basado en
los factores de riesgo socio demograficos que pupdssentar las pacientes, asociados

a algun sintoma o signo evidente en la exploracion.
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2. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

Streptococcus agalactiaeChlamydia trachomatis, y Neisseria gonorrhoesen
microorganismos que han alcanzado proporciones émpids en sociedades
occidentales e inclusive en paises en desarralyopando un significativo impacto
deletéreo en el campo de la perinatologia. Estaseti@s son consideradas los
principales agentes causantes de infecciones ametmsatos, que ssontagian durante
el nacimiento a través del canal del parto. El S€8Bel mayor causante de sepsis
neonatal. Chlamydia trachomatisy Neisseria gonorrhoea@ueden producir graves
complicaciones en el campo de la fertilidad. Asiia mujer portadora de estos agentes
presenta mayor riesgo de sufrir procesos inflanaggrelvianos, uretritis, salpingitis,
embarazos ectopicos e infertilidad. En el ambitanp#al estan asociados a parto
pretérmino, muerte fetal y restriccion del crecimb@eintrauterino, ademas son causa
emergente de complicaciones infecciosas del nepo@ao la conjuntivitis que observa

la mayor prevalencia.

No existen datos nacionales de las prevalencidesdmicroorganismos investigados.
Sin embargo, en Quito se conoce que la prevalel@ti®GB en mujeres embarazadas
de la semana 34 a 38 de gestacion es del 10% (@&rde Benitez, 2002) y la
prevalencia de CT en adolescentes embarazadas les6,5% (Dean, 2008:

Comunicacion personal). No existen datos de pracaale NG para nuestro pais.

Con estos antecedentes realizamos este estudiagi@raninar la frecuencia de SGB,
CT y NG en mujeres embarazadas de la ciudad deallgatonocer si los factores de
riesgo que han sido referidos internacionalmenseciados a estas infecciones estan

presentes en nuestra poblacion.
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3. MARCO TEORICO

A partir del canal del parto se pueden transmifgdciones al neonato tanto por virus,
como por bacterias. EIl reservorio de algunasebast como elStreptococcus
agalactiaees el recto, a partir del cual alcanzan las mscdshtracto genital. Mientras
que bacterias de transmision sex@lamydia trachomatis y Neisseria gonorrhoeae
pueden estar presentes en la vagina sin causamsitttiogia alguna e igualmente
infectar al neonato en el momento del parto (Salc@003). Sin embargo no solo
pueden transmitirse verticalmente, sino que tamksén capaces de provocar
complicaciones infecciosas en la madre y compbeces evolutivas durante el
embarazo (Pefia, 2006; Salcedo, 2003; Watson 20G2).

3.1 Streptococcus agalactiaeEstreptococo beta-hemolitico del
grupo B (SGB)

Es wn coco grampositivo que causa inferes en recién nacidos y embarazadas
(SEGO, 2003). ElI SGB continia siendo la causwipal de infeccidbn neonatal con
peligro para la vida a nivel mundidtsta involucrado en complicaciones infecciosas
del embarazo, parto, puerperio, parto pretérminpfura prematura de membranas,
corioamnionitis, endometritis postparto e inféocide heridas postparto. El
tratamiento intraparto de las madres afectadasgprevenir los efectos nocivos al
neonato (Valdés et al, 2004; Diaz et al, 2002)

La colonizacion asintomatica vaginal y/o rectal&mujer embarazada, constituye uno
de los principales factores de riesgo capaz deugrodnfermedad perinatal (Diaz et al,
2002). Hasta el 60% de mujeres colonizadas portamieroorganismo en forma

intermitente. En realidad la colonizacién vaginakge reflejar la contaminaciéon del
recto y tubo digestivo que son los principales mas@s de este microorganismo. La
colonizacion vaginal suele ser asintomatica, aursgieeporta casos de vaginitis. La
transmision sexual de este microorganismo es ogrsial, sin embargo tasas muy

altas de colonizacion se reportan en paciente$T&®KKoneman, 2008).
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El CDC (Centro para el Control y la PrevenciérEddéermedades) recomienda realizar

el cultivo de muestras de hisopados vaginales talescdurante las semanas 35-37 de

gestacion (Koneman, 2008; CDC, 2006n cualquier edad gestacional cuando exista

sospecha de corioamnionitis. La Unica medida dea@f probada para prevenir la
sepsis neonatal precoz por SGB es la aplicaci@rafdaxis antibiotica antes del parto
a las madres portadoras. Se debe realizar la gxisfilantibiética en las siguientes
circunstancias:
» A toda gestante con colonizacién positiva.
» Si durante la gestacion se detectd bacteriuridofsiatica o asintomatica), por
SGB.
e Si existe el antecedente de un hijo previo con isegsor SGB,
independientemente del estado de colonizacion.
e Parto prematuro con edad gestacional menor der8@rses si no se conoce el
estado de portadora de SGB.
» Si estan presentes uno de los factores de riegdwe fintraparto (mayor a 38
°C) y/o ruptura de membranas superior a 18 horas (B et al, 2002).

El tamizaje para SGB ha sido implementado en variopaises de Latinoameérica
como Chile v Argentina desde aproximadamente el afid003 (Bartolomeo et al,
2005:; Valdés et al, 2004) En nuestro pais, poco se conoce sobre la prevalende

SGB. razén por la cual no se ha implementado unaommativa de salud que
indigue realizar un tamizaje en las mujeres embaragdas. También se desconoce |
prevalencia de infecciones neonatales como sepsimeningitis producidas por este
microorganismo. Esta carencia de informacion pueddeberse al hecho de que nc
se realiza hemocultivo rutinariamente a los reciémnacidos infectados en las
primeras 24 horas, y por tanto no hay estadistisaque nos demuestren realmente
las cifras de infecciones neonatales graves.

jey)

3.1.1 Prevalencias de SGB
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En América Latina se ha reportado un amplio rargpreévalencias de colonizacion por
SGB entre 9 y 40%, en mujeres embarazadas. Estalgmeia variable depende de la
poblacién estudiada y el medio de cultivo utilizadomo se puede apreciar en la
siguiente tabla. De estudios realizados en nu@sti® se conoce una prevalencia del
10% en mujeres embarazadas entre 34 y 37 semamggstdeion (Cardenas y Benitez,
2002) mientras que un estudio realizado en inmigrantaatedanas en Espafia reportd

una prevalencia del 20,33% (Blanco et al, 2004).

-PREVALENCIA DE Streptococcus agalactiaeEN PAISES DE AMERICA
LATINA
POBLACION PREVALENCIA PAIS

(Abarz(a, 2002

2192 embarazadas (35 — 37 sem®) 19,8%(Medio selectivo) Chile
12,7% (Med. no selectivo)

185 embarazadas (35 — 37 sem.) 14% Chile (Valdes et 2004

238 embarazadas (> 26 sem.) 10,9% Limag (T@mariz et 2004,

1203 embarazadas (35 — 37 sem.) 9,39% Argentind2artolomeo et 2005

60 embarazadas con complicaciones,7% Venezuel$'azy Nieves, 2008

obstétricas (26 — 32 sem.)

*sem = semanas

3.1.2 Métodos de diagnéstico

El método de diagndstico para la identificacion $@B recomendado por el CDC es el
cultivo microbioldégico, que es la prueba de refieia y permite determinar la
sensibilidad del SGB a los antibidticos sobre ted@acientes alérgicos a la penicilina.
La Unica prueba que reune los criterios recomerglpdo el CDC, comparable con el
cultivo es un PCR en tiempo real para la identifi@a del SGB, sin embargo esta

metodologia no permite valorar la sensibilidadsaaotimicrobianogKoneman, 2008).
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La identificacién éptima de colonizacion por SGBeéede de la técnica. El estado de
portadora se reduce notablemente cuando el scgeemin incorpora los 2 sitios
anatomicos para el cultivo (recto e introito vadinacuando no se utilizan medios
selectivos. EI CDC recomienda el uso de caldos ulvae selectivos como Todd-
Hewitt suplementado con colistin (10 g/mL) o @enicina (8 g/mL) y acido nalidixico
(15 g/mL) para inhibir el crecimiento de gramnegadi y posteriormente realizar la

siembra en medios so6lidos como agar sangre derooatl 59%{CDC, 1996).

3.2Chlamydia trachomati§CT) y Neisseria gonorrhoea@\G)

Entre las infecciones de transmision sexual, CTG/9%n las mas prevalentes a nivel
mundial y es reconocido que estas infecciones putlitar la transmision de HIV
(CDC, 2006).

Aln en paises desarrollados un alto porcentaje ujeres con infeccion cervical no
tiene el diagndstico etioldgico por el limitado eso a los test diagnosticos (Andrews et
al, 1995). En paises en desarrollo como el nuestr®nuevos casos de infecciones de
transmision sexual en areas sin acceso a labaateon determinados mediante el uso
de factores de riesgo y/o manejo de algoritmosrd@migtos sin una prueba que

confirme el diagndstico.

Chlamydia trachomati®s una bacteria intracelular obligatoria, inmowicapaz de
desarrollar su metabolismo con produccion de eaqygf lo que depende de la célula
como huésped intermediario y de su ATP. El sitie m@mun de infeccidon en la mujer
es el endocervix, y en el hombre las células épliésl de la uretra (Buimer, 1996). Sin
embargo, el gran numero de pacientes asintomakisogonvierte en un reservorio

natural de la enfermedad (Valkengoed, 2001).

La presencia deChlamydia trachomatis en la mujer embarazada se asocia

frecuentemente con complicaciones perinatales qopioira prematura de membranas,

recién nacido pretérmino, bajo peso al nacer, detael crecimiento intrauterino, e
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incluso endometritis postparto o postaborto. Cuagiduoiio atraviesa el canal del parto
puede considerarse en riesgo de contraer CT a@lgrat neumonitis en el 3%-18%,
conjuntivitis 18%-50%, e infeccion nasofaringeae¢ri5%-20% (Allaire et al, 1998;
Gregor y French, 1991kl tratamiento de la infeccion por CT durante elbamazo
disminuye las complicaciones tanto perinatales comaternas, por lo cual se vuelve

importante el diagndstico de dicha enfermedad efgaier periodo del embarazo.

Segun el CDC, el tamizaje temprano de CT en emadazzprovee un diagnéstico
oportuno para prevenir los partos prematuros, casio el nacimiento de neonatos de
bajo peso. El tamizaje y tratamiento en el tendareistre podrian resultar mas efectivos
para prevenir la transmision de CT durante el partdisminuir los riesgos de

infecciones neonatales (CDC, 2006).

3.2.1Prevalencia de Chlamydia trachomatis

La prevalencia d€hlamydia trachomatisen América es muy diversa, depende de la
poblacion estudiada y del método de diagnésticdseBacomo México (Métodos
enziméaticos) reportaron prevalencias que borde&f%Il (Canto et al, 2003; Diaz et al,
1997), en unos casos y prevalencias mayores, de @la20% con técnicas moleculares
(Sanchez, 2009). Peru, en cambio, reporta presiakengue alcanzan el 34,8%,
mediante el uso de técnicas inmunoldgicas (Pqrtill@99). Algunas cifras de las

prevalencias encontradas en nuestro continenteisstran en la tabla que continuda.

PREVALENCIA DE Chlamydia Trachomati€N PAISES DE AMERICA

POBLACION PREVALENCIA METODO PAIS
80 embarazadas (20-39 sgm 10% IFI2 México (02 1997
482 mujeres (Muestras 6% Cobas Amplicor EE Uy Martines, 2001
endocervicales) Roche
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410 embarazadas (> entre los 34,8% ELISA de captura de Lima (ot et al
33 a 37 afos) antigeno. 1999)

IFI%y Cultivo celular
100 mujeres (15 y 45 afios 6.7 % Inmunoenzimatico  México (©a°: 2003
de edad) Wellcozyme.
98 mujeres 20.4% PCR México (Sanche, 2009
273 embarazadas 20 % Nested PCR in Trinidad y Tobago

house (Rampersad 6t a2007)

‘sem = semanas
IFI = Inmunofluorescencia directa
3PCR = Reaccion en cadena de la polimerasa

Nuestra realidad es similar a las prevalenciasrtagas en diferentes estudios, asi en un
estudio piloto en adolescentes embarazadas depitAlossineco-Obstétrico Isidro
Ayora, la prevalencia encontrada fue 6,5%, y otraneljeres trabajadoras sexuales del
Centro de Salud No. 1 fue 20%, ambos estudiogzaems en la ciudad de Quito en el
afo 2006, mediante el uso de técnicas moleculam® ¢a PCR convencional (Dean,
2008 - comunicacién personaln otro estudio realizado en 158 gestantes dieidiad

de Quito y Guayaquil (Con la misma técnica) enel 2008 reportd una prevalencia de
8,2% (Medina, 2008).

Neisseria gonorrhoeae es un diplococo gramnegativo intra y extracelulardey
transmision sexual. Produce uretritis, cervicigalpingitis, enfermedad inflamatoria
pélvica, artritis y complicaciones graves como ¢afén ascendente, esterilidad, cancer
cervical, aborto espontaneo, parto prematuro yémetacidos de bajo peso (Romoren,
2007).Ademas, puede contagiar al recién nacido a su pas@! canal del parto y

promover el desarrollo de conjuntivitis neonatafyalmia neonatorum (Zurita, 2004).

3.2.2 Prevalencia déNeisseria gonorrhoeae

De las prevalencias de NG reportadas en diferastieislios, se conoce una prevalencia
del 2,9% en Viena (Schabereiter, 2008¢] 2,5% en mujeres atendidas en cuidados
antenatales en Mozambique (Lujan, 2008). En Af(Bub-Sahara) la prevalencia en
mujeres embarazadas para el afio 2006 alcanz6 @R8f&toren, 2007 mientras que en
Haiti entre 1999 y 2002 fue de 1,7% (Andrews, 1995)s datos de prevalencia en
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Latinoamérica son muy escasos e incluso se dessorat paises como el nuestro,

algunos datos de prevalencias se reportan endeestg tabla.

PREVALENCIA DE Neisseria gonorrhoeaEN PAISES DE AMERICA

POBLACION PREVALENCIA

METODO PAIS

110 embarazadas 2,73%
260 embarazadas 1,21%
410 embarazadas 0,0%
273 embarazadas 2%
200 mujeres

(100 sintomaticas Yy 0,0%

100 asintomaticas)
2630 pacientes
(40% Hombres y 60% 3,4%

mujeres)

Cultivo en agar Thayer ~Guatemald"™°" 9%

Martin
Cultivo en agar ThayerGuatemald~®"* %
Martin

Cultivo en agar Thayer Lima (Portilla, 1999

Martin modificado

Nested PCR in house Trinidad y Tobago
(Rampersad, 2007)

Cultivo en agar ThayerMéxico('9'esias 2001

Martin

Cultivo en agar ThayerArgentina™¥ 2%

Martin
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198 embarazadas 0,0% Cultivo en agar Thayer Argenting®2toomee: 200-

. L. Martin modificado
sintomaticas

3.2.3 Métodos de diagndstico par@hlamydia trachomatis/ Neisseria gonorrhoeae

Los cultivos tanto para CT como para NG han sidorpocho tiempo el estandar de
referencia contra los cuales se han comparado dassl pruebas diagndsticas. Sin
embargo, para CT se han requerido desarrollar otess diagndsticos menos

complicados y menos costosos (CDC, 2006).

La identificacién y confirmacion de la presencia deeisseria gonorrhoeae con
métodos tradicionales es dificil (a pesar del leajgto de los mismos en comparacion
con otras pruebas diagndésticas), debido a queabacteria de crecimiento dificil por
lo complicado de sus requerimientos. La sensildlidal cultivo se encuentra entre el
85 al 95% en infeccién aguda y cae bruscamentd®% &n infeccion crénica. Esto
debido probablemente a la escasa cantidad detnauesolectada y/o a la demora en

el transporte y/o a la mala conservacion de la mig€DC, 2006).

Una identificacion presuntiva dé&l. gonorrhoeaedebe ser confirmada con una
coloracién de gram y el test de la oxidasa, sinaggdmuchas otras especies pueden
ser confundidas con NG, dependiendo del sitio dmuastra. Un test presuntivo es
suficiente para iniciar el tratamiento, sin embadgbe confirmarse el cultivo con
pruebas bioguimicas para emitir el resultado. Uedad ventajas del cultivo es la
capacidad de poder conservar las cepas para pradicaanales como la determinacion
de la sensibilidad antimicrobiana, y la subtipifiée. La desventaja principal del
cultivo para N. gonorrhoeae es que los especimenes deben ser transportados en
condiciones adecuadas para mantener la viabilidadod microorganismos, otra
desventaja es que se requiere de un minimo d& 2dbras de la coleccion de la
muestra para emitir el informe con el resultadocdétivo (CDC, 2002).

En el caso del cultivo celular @ trachomatises fundamental la toma y el transporte
de la muestra. Después de 48 a 72 horas de @letaultivo, las células infectadas

muestran el desarrollo de inclusiones intracitapidticas con cuerpos reticulares de
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CT, los cuales van a ser detectados con anticuenposclonales fluorescentes contra
la proteina mayor de la membrana externa de CToimdamacomo MOMP. La alta
especificidad del cultivo le permite ser usado coewidencia en investigaciones
legales, ademas el aislamiento clinico puede smilocupara la realizacion de test de
sensibilidad antimicrobiana. Sin embargo la bajaskdidad, el tiempo largo en la
identificacién de CT, la dificultad en la estandacion de la técnica, la complejidad de
la misma y el alto costo, son las principales detsyas de los cultivos celulares p&a
trachomatis(CDC, 2002).

En vista de esto, un gran numero de pruebas basad&st inmunoenziméticos (EIA)
ha sido probada para determinar la infeccién @otrachomatis pero en cambio el
funcionamiento y el costo de este tipo de pruebas identificaN. gonorrhoeaao las

ha hecho competitivas frente al cultivo (Jephd®@97).

Los test enzimaticos para CT utilizan anticuerpo®noclonales contra el
lipopolisacéarido bacteriano (LPS), este tipo deepes puede dar resultados falsos
positivos, producto de una reaccion cruzada con HBSotros microorganismos,

incluyendo otras especies @alamydia(Barnes, 1989; CDC, 1991).

También existen pruebas de fluorescencia dirigadextra la MOMP o el LPS de CT,
los test fluorescentes con anticuerpos monoclonales-MOMP para CT son
considerados altamente especificos, cuando stimad@s por un buen microscopista,
mientras quelos kits comerciales desarrollados contra el LR®, @pntienen Anti-LPS
pueden resultar en reacciones cruzadas ¢tdamydiasde otras especies cont.
pneumoniaey C. psittaci(Jephcott, 1997). La serologia tiene una valoitddo en

el diagnéstico deC. trachomatiggenital no complicada, y no deberia ser usada ga qu
los anticuerpos existentes no discriminan entreiofeecion pasada de una infeccion
reciente por este microorganismo. Un tamizaje 6grob paraN. gonorrhoeaano esta
disponible en el mercado (CDC, 2002).

Tanto paraC. trachomatis como paradN. gonorrhoeados estudios basados en test de
acidos nucleicos (NAATs) amplifican las secuenciespecificas del microorganismo
(CDC, 2002). Lo detectammediante sondas de oligonucledtidos especificog, qu

hibridan directamente al 4cido nucleico con unaibdidad y especificidad mayor que
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la obtenida por los cultivos (Geraats, 2005). &nas ventajas de las pruebas de
diagndstico molecular con respecto al cultivo comi@nal, se encuentra la mayor
sensibilidad, debido a la capacidad de encontraresunltado positivo a partir de una
simple copia de ADN blanco (CDC, 2006), inclusive @quellas pacientes
asintomaticas, lo cual es critico en el controladafeccion. Segundo, las muestras no
requieren organismos viables para su identificacfgor lo que no son necesarias
condiciones especiales de transporte, y finalm@uotegen usarse muestras no invasivas

como la orinaen el caso de CT (Geraats, 2005).

Estas técnicas también presentan algunas limitesi@n su uso como alto costo,
arrastre (carryover), muestras con inhibidoresadanhplificacion que provocan falsos

negativos y ademas no proveen de datos de rasssteios antibidticos (CDC, 2006).

En el caso de I&leisseria gonorrhoeapueden presentarse falsos positivos y falsos
negativos, debido a que las secuencias blanco puesi&ar presentes en algunos
comensales de Neisseria y pueden estar ausengguens subtipos d¥. gonorrhoeae
respectivamente (Geraats, 2005). Para cuantificeamtidad de ADN se utilizan curvas
estandares construidas de diluciones conocidas blacteria. La sensibilidad del gPCR
alcanza el 95,7% vy la especificidad el 100% congssaon otras técnicas moleculares
(Jaton, 2006). Entre las ventajas de esta técracansuentran el menor riesgo de
contaminacion horizontal y vertical (Sistema cesjadhenor tiempo en la obtencion de
resultados (1 hora), posibilidad de proveer redakacuantitativos, alta sensibilidad y
excelente especificidad (Jaton, 2006). Lo mencioraaderiormente explica las grandes
diferencias en las prevalencias encontradas edifeentes paises de América, en lo
referente el método utilizado para el diagnéstee@ual se hace mas evidente en el caso

deChlamydia trachomatis
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4. JUSTIFICACION

Las infecciones perinatales producidas por el SG8gentes causantes de infecciones
de transmision sexual (CT-NG) constituyen un pnoisleamportante de salud publica
por su prevalencia, su tendencia al incrementorylgsserias complicaciones para la
salud de hombres, mujeres y nifios. Es necesarizaieau identificacion de forma
oportuna, con métodos de diagndstico altamentaldes,s de tal forma que se pueda
instaurar el tratamiento adecuado para prevesiséauelas y complicaciones que estos

gérmenes pueden ocasionar en la poblacion.

En la practica médica, la atencion de las ITS cecuencia consiste en la realizacion de
una historia clinica rapida, diagnostico sindromycoina receta para su tratamiento.
Frente a esta situacion el Estado ecuatorian@vaédrdel Ministerio de Salud Publica,

ha considerado prioritario mejorar e integrar a@ndervicios del sector salud el manejo

integral de las ITS. Sin embargo, debido a léafale técnicas accesibles por su
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complejidad y costos, el diagnostico se ha linatad valorar las manifestaciones

clinicas encasilladas en sindromes.

En nuestro pais se conocen muy pocos datos sabpeelalencia de l@amydia
trachomatis (CT), Neisseria gonorrhoeae (NGytreptococcus agalactiae (SGBue
son los principales agentes causantes de enfereedadnatales. Por la alta tasa de
natalidad de la ciudad de Ibarra, (Hospital SareiMie de Paul 3800 a 4000 partos/afio
— 2007, Departamento de Estadisticayopusimos realizar un estudio inicial de
prevalencia de estos microorganismos, en mujerésm@madas que se encuentren entre
la 34 y 39 semanas de gestacion, y relacionaresepcia con ciertos factores de riesgo

en la mujer portadora de los estos microorganismos.

5. OBJETIVOS

5.10BJETIVO GENERAL

Determinar la prevalencia de hfamydia trachomatis, Neisseria gonorrhoege
Streptococcus agalactiag los factores de riesgo asociados, en mujerescgrsan el
tercer trimestre de gestacion que acuden al copteslatal en el Hospital San Vicente
de Paul y en el Subcentro de Salud No. 1 de ladide Ibarra.

5.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS
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1.- Determinar la presencia ddél@mydia trachomatis y Neisseria gonorrhoeaas,
muestras cervicales por la Técnica de Reaccionagler@@ de la Polimerasa en tiempo
real (QPCR).

2.- Determinar la presencia @reptococcus agalactiaen las muestras vaginales y

rectales mediante crecimiento bacteriano en auitiicrobiolégico convencional.

3.- Determinar las prevalencias de cada uno denlosborganismos a investigar (CT —
NG — SGB).

4.- Establecer los factores de riesgo para estasciones de transmision sexual en el

tercer trimestre de embarazo

6. DEFINICION DE VARIABLES:

6.1 Embarazo en el tercer trimestre de gestacion.-
Periodo de gestacion comprendido entre la semahasta el parto, determinado por la
fecha de ultima menstruaciéon (FUM) y/o por ecogratiediante el diametro biparietal
(Gabbe et al, 2000). Trabajamos con gestantes derBdnas hasta 38,6 semanas como

lo recomienda el CDC.

6.2 Aborto.-

Es la terminacion del embarazo con la muerte y Isijpu del feto antes de las 20
semanas de gestacion o cuando el producto pesasmden500 gramos (Cunningham
et al, 2006).
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6.3 Parto prematuro.-
Se denomina al parto que se produce entre las ss2&8ny antes de las 37 semanas de
gestacion. Al borramiento del cérvix mayor al 8084dilatacion mayor de 2 cm, en

gestacion de menos de 37 semanas (Lambrou et(dl).20

6.4 Ruptura prematura de membranas.-
Es la ruptura de las membranas amniéticas por lmomana hora antes de iniciado el

trabajo de parto, con la consiguiente salida deidio amniotico (Lambrou et al, 2001).

6.5 Antibidticoterapia sistémica.-
Uso de antibioticos por via oral o parenteral qo&lan a cualquier nivel en el

organismo para eliminar el foco de la infeccion ¢fddyen et al, 2008).

6.6 Numero de parejas sexuales.-

Numero de hombres con quienes haya tenido relesisexuales (Cunningham et al,
2006).

6.7 Presencia d€hlamydia trachomatis

La CT es una bacteria intracelular obligatoria, azagle producir enfermedad de

transmision sexual e infecciones neonatales. Ssepot& se determina mediante
diagnostico de laboratorio con técnicas como lacBiéa en Cadena de la Polimerasa
en tiempo real (QPCR), la cual amplifica el DNA kdebacteria. Un resultado se

considera positivo cuando en el canal 640 se @detew parte del genoma que indica la
presencia del DNA de la bacteria, mediante un feagomde 136 pares de bases (pb)
gue es amplificado con primers especificos (RothgtMix, 2007).

6.8 Presencia dbleisseria gonorrhoeae
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La NG es un diplococo gramnegativo, capaz de piodgudermedad de transmision
sexual e infecciones neonatales. Su presencia wgnulea mediante pruebas de
laboratorio como cultivo microbiolégico convencibgatécnicas como la Reaccion en
Cadena de la Polimerasa en tiempo real (QPCR)u#h amplifica el DNA de la
bacteria. Un resultado se considera positivo cuardel canal (640) se detecta una
parte del genoma que indica la presencia del DNAladdacteria, mediante un
fragmento de 166 pares de bases (pb) que es aragtficon primers especificos
(Roche- LightMix, 2007).

6.9 Presencia dé&treptococcus agalactiagsSGB).-
El SGB es un coco grampositivo que se presentai@ostopio en cadenas. Esta
bacteria puede encontrase como habitante norm dera vaginal y anal en las
mujeres, pero es capaz de producir infeccion geaveel recién nacido, cuando el
neonato atraviesa por el canal del parto al momdatmacimiento. Su presencia se
determina por examen de laboratorio, mediante d#karpositivo en cultivo
microbiolégico y confirmacion del mismo con la ppaede CAMP vy la prueba de

aglutinacion en latex (Koneman, 2008).

6.10 Prueba de CAMP

Se considera positiva cuando la zona de aumente®lisis se observa en el punto
donde se intersecan la B-hemolisina secretadal pstafilococo y el factor de CAMP

secretado por el estreptococo del grupo B (Kone2@08).

6.11 Prueba de aglutinacion en latex
Se considera positiva cuando aparece la aglutinasicel grupo B o cuando la reaccion
de aglutinacién es mas fuerte en este que en tos oinco grupos; la prueba se
considera negativa cuando no aparece aglutingEidmbes et al, 2002).
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7. METODOLOGIA

7.1 SUJETOS, MATERIALES Y METODOS

7.1.1 Disefio

Se realizé un estudio de tipo transversal, obs@matpara determinar la prevalencia
de (hlamydia trachomatis, Neisseria gonorrhoeae y Stepccus agalactige en una
muestra de 152 mujeres embarazadas que cursaterc&l trimestre de gestacion, y
que acudieron al control prenatal en el Hospital $@ente de Paudl y en el Subcentro
de Salud No. 1 de la ciudad de Ibarra.
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7.1.2 Area de Estudio

EL Hospital “San Vicente de Paul - HSVP” y el Sufitce de Salud No. 1 son unidades
del Sistema Nacional de Servicios de Salud deid#irio de Salud Publica, ubicados
en la ciudad de Ibarra, capital de la provincialmbabura, la cual ha alcanzado un
notable desarrollo demogréafico con una poblacioa hordea la cifra de los 180000

habitantes, con una cifra de 3750 nacidos vivosfor

7.2 UNIVERSO, POBLACION Y MUESTRA

7.2.1 Poblacién de estudio

La poblacion de estudio comprendié a las mujerdsaemzadas, de tercer trimestre de
gestacion, que acudieron al control prenatal éfospital San Vicente de Paul y en el
Subcentro de Salud No. 1 de la ciudad de Ibarraante los meses de agosto,
septiembre, octubre, noviembre y diciembre de 2@@8acuerdo con los siguientes

criterios:

7.2.2 Criterios de inclusion:

1. Mujer embarazada que curso el tercer trimestreed&agion, desde la semana 34
hasta las 38,6 semanas de gestacion determinaddepba de Uultima
menstruacion, y que no haya entrado en labor de.par

2. Aceptacion de participar en el estudio — Conseetito informado (Anexo No.
1)

7.2.3 Criterios de exclusion:

1. Uso de tratamiento local con évulos o cremas véegnalurante los ultimos 15
dias.
2. Tratamiento sistémico con antimicrobianos duramgeiltimos 15 dias.

3. Pacientes que al momento de la toma presenterraugigumembranas.
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4. Pacientes con sangrado genital al momento de la tdenla muestra, por

cualquier causa. (Anexo No.2 - Enrolamiento deokagentes)

7.3 CALCULO DE LA MUESTRA

Se estimd una prevalencia (P) de SGB de 10%, algnite a la mas alta encontrada en
la literatura de los 3 microorganismos (CardenBsryitez, 2002)NG=3% (Romoren et
al, 2007) CT = 6,5% (Dean, 2008 - comunicacion personal)y wo valora de 1,64,

un nivel de confianza del 90%dY. y un ancho de intervalo (Y del 8% (+4%), se
necesitaron no menos de 152 muestras vaginalesaldtilo se hizo con la siguiente

formula (Browner, 1988):

N= 4Zo’P (1-P) + W

N = 4x (1,64)*x 0,10x (1 — 0,10) + (0,08}
N =152

8. PROCEDIMIENTOS:

8.1 TOMA DE MUESTRAS:

A cada mujer que ingresé en el estudio se le x@aliz cuestionario estandarizado y
validado relacionado con ciertos factores de rigsg@ enfermedades de transmision
sexual (Anexo No.3 — Formulario de factores dagngsluego de lo cual se le tomé una
muestra vaginal y una rectal para determinacio8@B y una muestra cervical para la

investigacion de CT y NG, con las siguientes t&siic

8.1.1 Recoleccidn, transporte y almacenamiento deusstras vaginales y rectales

para  Streptococcus agalactiae:

35



Dra. Lenis Ortiz Gbmez Dr. Vladimir Bazante Ramirez

* Se colocé a la paciente en posicién ginecoldgica

e Con un hisopo estéril se tomo6 una muestra de ta paterna de la vagina y con
otro hisopo se tomé una muestra rectal a travésdiigiter anal.

« Los 2 hisopos fueron colocados en medio de tratsg&tuart), previamente
rotulados y mantenidos a temperatura ambient¢a Isastransporte (Koneman,
2008).

» Las muestras fueron llevadas al Laboratorio de dbiciogia del Hospital San
Vicente de Paul donde se procesaron diariamente.

8.1.2 Recoleccién, transporte y almacenamiento de uestras cervicales para

Chlamydia trachomatis y Neisseria gonorrhoeae:

e Con la paciente en posicion ginecolégica y luego laetoma para
Streptococcus agalactia procedid a colocar un espéculo vaginal.

« Para la muestra endocervical, con una gasa ese&limpio el moco del
exocervix, gasa que posteriormente fue descartada.

» El hisopo de nylon se insertd en el endocervixehgsie la punta no fuera
visible.

« El hisopo fue rotado en este sitio por 3 a 5 segsiiydretirado sin tocar las
paredes de la vagina.

« Este hisopo fue colocado en el medio de transpdite- CTM (Micro Test,
Inc)

e Se cerraron los recipientes con la muestra y sgaron con los datos de la
paciente.

e Las muestras fueron transportadas en cooler cdn hésta el Laboratorio
Clinico del HSVP, donde se conservaron a°G2Gasta su transporte al
Laboratorio de Diagndstico Molecular de la Pon@fit/niversidad Catolica
del Ecuador — Quito

+ Una vez en la PUCE las muestras fueron almacerada8(C hasta su

procesamiento.
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8.2 TECNICAS:

8.2.1 Protocolo de Microbiologia (Hospital San Vente de Padul):

8.2.1.1 Identificacion deStreptococcus agalactiae

Se utilizo la metodologia propuesta por el CDC, ificatla. Esta metodologia
recomienda colocar los hisopos con la muestra vagmo-rectal en el medio de
transporte Stuart o Amies y luego inocularla enadtlo Todd-Hewitt selectivo,
SBM o Lim. Incubar durante 18 a 24 horas y subhauta placas de agar
sangre.

En el presente estudio se colocaron los hisopaseshio de transporte Stuart y
se realizd la siembra directa de la muestra vaghwrectal en agar CNA
(Columbia agar + Acido nalidixico + Colistin) seli®#o para bacterias Gram
positivas. Estas placas fueron incubadas a 35 P&htul8 a 24 horas.

Una vez identificadas las colonias sugerentes (Bor morfologia) de
Streptococcus spcolonias traslicidas o transparentes, de bordesras y
convexas, a estas colonias se les realizé unanirde® Gram y la prueba de la
catalasa.

Las colonias que resultaron Gram positivas y csdal@egativas fueron sub-
cultivadas en Agar Sangre de cordero con atmosféreoaerofilica, por 18 a
24 horas a 35 °C (Incubadora Marca G -Modelo 78bhermoestatic — Italia).
Fueron consideradas como Estreptococo beta — heoalel grupo B cuando
en el tiempo mencionado pudo observarse coloniasuoohalo de hemolisis
beta débil en comparacion con otros estreptocoetsHemoliticos, e incluso
algunas colonias no presentaron hemodlisis.

Las cajas en las cuales no se obtuvo desarroltorfudescartadas después de 72
horas de incubacién y consideradas como negativas.

A las colonias obtenidas del agar sangre de cosketas identificé presuntivas
de S. agalactiaecuando la prueba de CAMP fue positiva (Anexo No 4
Figura No. 1.

Todas las cepas identificadas presuntivamente c8magalactiaepor las

pruebas antes mencionadas fueron confirmadas ntedlandeteccion del
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antigeno especifico de grupo, con pruebas de agtidin de latex siguiendo las
instrucciones del fabricante (Slidex Strep B- Bioléx) (Anexo No.5) -

Figura No. 2.

8.2.2 Protocolos Moleculares para el diagnéstico d€hlamydia trachomatis y
Neisseria gonorrhoeae por PCR en tiempo real (QPCR) de muestras cervicales

(Pontificia Universidad Catdlica de Quito):

El PCR en tiempo real (QPCR) se basa en TransierdecEnergia por Resonancia
Fluorescente (FRET). Solo el amplicén especifaasa fluorescencia A La sonda
donante se etiqueta con fluoresceina en el extB2mta aceptor con Rojo LC en el

5'. No hay hibridacion durante la desnaturalizaclérdistancia entre los tintes es

muy grande para que ocurra FRET.

Durante el anillamiento, las sodas hibridan al &dplen un arreglo cercano. Se excita
la fluoresceina y transfiere la energia al acepaog, emite la luz roja. Esta fluorescencia
se mide al final de cada anillamiento, cuandodartscencia es la mas alta. Se eleva la
temperatura y se desplaza la sonda HybProbe @uednglargamiento. Al final el
amplicon esta de doble cadena y las sondas dedpkagatan otra vez demasiado lejano
para permitir FRET. La qui&Ml], permite la amplificacion de un segmento de 166
pares de bases (pb) para NG y 136 bp para CT, kowers especificos mediante el

equipo LightCycle® de la empresa Roche (Roche, 2007)

8.2.2.1 Extracciéon de DNA:

Como primer paso se procedio a la extraccion de DiNAdiante el uso del Kit High
Pure PCR Template — Preparation Kit (Roche, 20818)rocedimiento de extraccion se
detalla en el Anexo No. 6. Se us6 una Camara deetpisidad (BSL-Il — Marca
Labconco, Serie: 02122260511) y una microcentrif(igarca Eppendorf No. 5415).

8.2.2.2 Cuantificacion de DNA por espectrofotdmetro
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Para asegurar los resultados se cuantifico el DNAliamte espectrofotometria a 260
nm y 280 nm de absorbancia (Surzycky S, 2000). Rsto se utilizd6 un
espectrofotometro de UV marca Perkin Elmer modelmlhda 25 UV/VIS. Se
consideré un DNA de buena calidad cuando la r@adle A260/A280 tuvo un valor

igual o mayor a 1,5 (Anexo 7).

El promedio de calidad del DNA obtenido fue de 4 @31 con un maximo de 2,76 y
un minimo de 1,03. El promedio de la cuantificaci@DNA fue de 284,48 4 + 164 con
un minimo de 44,5 y un valor maximo de 1007,2 ug/BLDNA de las muestras se
conserva a -80°C en el Laboratorio de Diagndstictekllar de DISerLAB — PUCE.

8.2.2.3 Control de extraccion de DNA, Amplificaciorde DNA dep - Globina (PCR

convencional)

Procedimiento detallado se muestra en Anexo NBi§ura No. 3

8.2.2.4 Amplificacion de DNA deChlamydia trachomatis y Neisseria gonorrhoeae

por PCR en tiempo real (QPCR)

Para la deteccion cuantitativa déeisseria gonorrhoeag Chlamydia trachomatise

usaron los siguientes Kits:

e LightMix® para deteccion de Neisseria gonorrhoeaeCorrida en
Termociclador para tiempo real: Lightcycler ® 1.lstrument — Roche.
(Procedimiento detallado se muestra en el Anex@Nd-igura No. 4.

e LightMix® para deteccion de Chlamydia trachomatis Corrida en
Termociclador pra tiempo real: Lightcycler ® 1.5 - Instrument ecRe.

(Procedimiento detallado se muestra en Anexo Noe.E@ura No. 5.
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9. ESTANDARIZACION

Los investigadores realizaron un ensayo de reypettil de:
9.1 Toma de muestras.Para asegurar la precision en la toma de muestss,

investigadores y colaboradores realizaron un enslaycepetitividad en 20 tomas de

muestras cervicales y se evalud la precision.
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9.2 Corrida de gPCR- Para asegurar la confiabilidad de los resultadtsnidos

en la PCR, se efectu6 una prueba piloto con 10 tnasesen la que se incluyeron

controles positivos, negativos y controles internos

Paralelamente y con la finalidad de asegurar ldadlde los reactivos a ser usados, se
monitored la temperatura de almacenamiento de issos, y se graficd diariamente en
una hoja de control de temperatura (Anexo No. D&)igual manera se monitoreo la
temperatura de envio y recepcion de las muestnasx@No. 12) y de almacenamiento

de las mismas a -20. (Anexo No.13).

10. ANALISIS ESTADISTICO

Los datos fueron registrados en formularios en tdgaExcel (Anexo No.14) e
ingresados en una base de datos del mismo progrensian 2007 para su analisis en el

programa SPSS version 11.5.

Se calcularon las prevalencias de cada microongenen forma global y por edad de la

paciente y edad gestacional. Se observé si exigteprevalencia multiple de mas de
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uno de los microorganismos investigados. Las peex#s son expresadas en

porcentajes con un intervalo de confianza de 90%.

Se determind el Riesgo Relativo para comparar daugncia de enfermedades de
transmision sexual entre las que tienen factoresedgo y las que no lo tienen. Se
utilizé la Razdén de momios para valorar si quignesentan mayores factores de riesgo
tienen mayor probabilidad de presentar enfermeganiansmision sexual (Positividad
CT y/o NG).

11. NORMAS ETICAS

El estudio respeto las normas éticas de la deaterae Helsinki en lo que se refiere a
la investigacion biomédica en seres humanos. Si liabajamos con un grupo
sobreprotegido y vulnerable de la poblacion, paadizar la investigacion se obtuvo
con anterioridad el permiso ante el comité de Biaélel Hospital San Vicente de Paul
de la ciudad de Ibarra. (Anexo No 15)

Las pacientes fueron informadas sobre los objet@icances, riesgos y beneficios de la
investigacién, mismos que ellas obtendrian al giper en dicho estudio, previo a la
aceptacion de su participacion (Consentimientorimémlo) y sélo si la paciente lo
autorizaba se procedia a la realizacion de laestaeprivada asegurando a la paciente

la confidencialidad.

Para la toma de muestra se brinddé a la pacientaqgmiad al igual que para la
entrevista. El procedimiento para la toma de madse totalmente inocuo, con equipo

estéril y realizado por personal entrenado.
Una vez tomadas las muestras se introdujeron stulms con medios de transporte

adecuados, los mismos que fueron rotulados corodig@ asignado previamente para

no manejar los datos de identificacion de cadaepéei
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Una vez obtenidos los resultados del laboratoridisea conocer a cada paciente sus
resultados y el médico tratante de Ginecologidriec® una alternativa de tratamiento

y consejeria. (Anexo 16)

12. RESULTADQOS

12.1 Caracterizacion general de la poblacion estuatia
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Se estudiaron un total de 152 mujeres embarazad&s32l y 39 semanas de gestacion,
determinadas por la fecha de la ultima menstruait@i) o por ecografia. La edad

promedio fue de 25 afios, con un minimo de 15 y &ximmo de 41 afios.

En la tabla No. 1 se describen los principalesdaemograficos, es notorio que la
mayoria de las pacientes son de raza mestiza,emégiotinstruccion secundaria y se

dedican a tareas domésticas.

Tabla No.1 Datos demograficos de las pacientes gestantes

del area urbana de la ciudad de Ibarra.

DATOS PORCENTAJES
RAZA

Mestiza 91,4
Negra 7,9
Indigena 0,7
INSTRUCCION

Superior 19,7
Secundaria 51,3
Primaria 26,3
Ninguna 2,7
OCUPACION

QQDD 76,3
Trabajo ocasional 21,0
Trabajo permanente 2,7

La historia gineco-obstétrica de este grupo de resijse presenta en la Tabla niamero 2.
El inicio de la vida sexual es a los 11 afios y epl@ el rango del numero de

embarazos, abortos y parejas sexuales.
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Tabla No. 2 Historia Gineco-obstétrica de las pacientes gessaihetl area

urbana de la ciudad de Ibarra.

HISTORIA GINECO- MEDIA MINIMO  MAXIMO
OBSTETRICA + DE

Edad de inicio de su vida sexual 18,17 + 3,41 11 35
(Anos)
Numero de parejas sexuales 2 + 141 1 12
NUmero de embarazos 23 1,77 1 14
Numero de partos 0,86 1,28 0 7
NUmero de abortos 0,31 + 0,97 0 10
NUmero de cesareas 0,13 + 0,39 0 2

La mayoria de las mujeres se realiz6 al menos Hralem prenatales durante este
embarazo (23,7%), sin embargo el rango de los niswaodesde 1 (2,6%) hasta 8
(5,3%). El 93,4% de las pacientes se realizar@xainen serolégico de HIV y el 94,1%
el examen de VDRL, no se encontr0 resultados positipara los examenes

mencionados.

En la entrevista realizada antes de la toma dexleestras ginecologicas se encontrgé que
la mayoria presentaba sintoma/s relacionados tpm dipo de infeccion génito-
urinaria. En la tabla nimero 3 se sintetizan lasifestaciones clinicas mencionadas
por las gestantes. Un alto porcentaje refirid tesgerecion vaginal y dolor abdominal

bajo.

Tabla No 3.Manifestaciones clinicas de infeccidn génito-auria

en las pacientes gestantes del area urbana deddaile Ibarra

MANIFESTACIONES CLINICAS PORCENTAJES (%)

Secrecion vaginal 85
Picazon 29
Secrecion de mal olor 40
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Ardor 24,30
Disuria 19,70
Dolor abdominal bajo 58

El examen fisico durante la toma de muestras reye#dla mayoria (93,4%) presentd
secrecion vaginal, sea blanquecina o purulentaoypmadamente en el 18% de las
gestantes se observd laceraciones en la mucosmhdestos datos se presentan en la
tabla 4.

Tabla No. 4Signos fisicos encontrados durante la toma de

muestras en las pacientes gestantes delidraaa de

la ciudad de Ibarra.

SIGNOS FisICOS PORCENTAJES (%)
Temperatura mayor a 37(% 0
Tatuajes 19,7
CERVICALES

Laceraciones 17,80
Quistes de Naboth 13,80
Tumoraciones 0
VAGINALES

Secrecion purulenta 19,70
Secrecion blanquecina 73,70
Mal olor 40
Condilomas 0,70

Con respecto a la pareja sexual de las gestartigdiaetas el 86% de mujeres refirid
conocer que su pareja tiene otra pareja sexualndouae consulté algunos signos y
sintomas que podia presentar la pareja sexuaksated que entre el 10% y 17% de las

parejas refirieron la presencia de Ulceras gesitalfisuria, respectivamente. (Tabla 5)

Tabla No. 5 Datos clinicos de la pareja sexual de las pacientes

gestantes del area urbana de la ciudad de Ibarra.

DATOS CLINICOS PORCENTAJES
(%)

Secrecion uretral 7,20

Disuria 17,80
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Ulceras en los genitales 9,20
La pareja ha tenido alguna vez 2
Infeccion de transmision sexual (ITS)
Recibio tratamiento para 100 (2)
ITS

12.2 Prevalencias de microorganismos estudiados

Encontramos una prevalencia detreptococcus agalactiagEstreptococo beta
hemolitico Grupo B — SGB)de 13,15%, 23,02% d€hlamydia trachomatigCT) y
0% de Neisseria gonorrhoeae(NG). La presencia combinada d&treptococcus
agalactiae y Chlamydia trachomatisfue 1,32%, es decir 2 pacientes resultaron

positivas para los gérmenes buscados.

Cuando observamos la prevalencia de SGB por grdposdad encontramos que la
presencia de SGB fue mas frecuente en pacientagujs de edad de 40 afios 0 mas,
seguido por el grupo de edad de 20 a 24 afos. @Gespecto a la frecuencie
Chlamydiasispor grupos de edad se encontré6 que es mayor egrupss de mujeres

mas jovenes: de 15 a 24 afos de edad. (Tabla 6)

La prevalencia total de SGB fue obtenida de oodtivanto vaginales como ano-
rectales. La mayor frecuencia de este germen sgntied en los cultivos de vagina
(7%), seguido de los cultivos rectales (4%) y soicel 2% de las pacientes se encontré

SGB en los dos sitios anatémicos.

Tabla No. 6Prevalencia d&treptococcus agalactia&GB) y

Chlamydia trachomati§CT) por grupos de edad en las mujeredarazadas d

la ciudad de Ibarra.
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Grupos de edad

Porcentaje de SGB Porcentaje de CT

(Casos) (Casos)
15 — 19 afios 9,1 (3/33) 24,24 (8/33)
20 — 24 afios 19,6 (10/51) 27,5 (14/51)
25 — 29 afios 14,71 (5/34) 14,7 (5/34)
30 — 34 afios 2,2 (1/14) 13,3 (6/14)
35 — 39 afios 0 (0/15) 13,3 (2/15)
=/> 40 afios 20 (1/5) 0 (0/5)

embarazadasdelaciudad-delbarra.

12.3 Comparacion de las caracteristicas demografisg clinicas de

las pacientes con y si@hlamydia trachomatis

Cuando se analiz6 las caracteristicas demogralieda poblacion se encontré que el
inicio de la vida sexual y el nimero de parejasuaks fueron similares tanto en el

grupo de mujeres con resultados positivos comol gmueo con resultados negativos

paraChlamydia trachomatisAl analizar los antecedentes de nimero de embsna

partos no hubo diferencias estadisticamente sigiiias. Llama la atencién el mayor
porcentaje de abortos encontrado en el grupo deresugon resultado positivo para CT,

por lo que al compararlo con el grupo negativo gafahay diferencia estadistica.

(Tabla No. 7)
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Tabla No. 7 Caracteristicas generales de las pacientes gestante
del area urbana de la ciudad de Ibarra, con €Blamydia trachomatis

CARACTERISTICAS NEGATIVAS POSITIVAS P

117 35
Edad (X = DE) 25,5+6,8 24,6 £ 6,2 NS
Inicio de vida sexual (X + DE) 18,28 £ 3,7 17,828 NS
Mas de una pareja sexual (%) 52.648,7 53.%14 NS

(574/1174) (2118/358)
Numero de embarags (X + 2,32+1,9 2,26 £1,3 NS

DE)
Numero de partos (X + DE) 09+1,3 0,74 £ O, NS
Abortos (%) 167-2 26-28,7 0,054

(19414117)  (10/3835)

Encontramos una alta prevalencia de infeccione®mmitticas, ya que el 97,1% de
gestantes que presentaron CT, se quejaron de detges de algun tipo de secrecipn

vaginal, sintoma considerado el mas comun en ciggltipo de infeccion.

Las mujeres con CT vaginal presentan una frecuesiggficativa mas alta (P = 0,013)
que la encontrada en las gestantes negativas parg8@7%). Las frecuencias del
sintoma: secrecion se relacionaron altamente cifrédauencias signo: secrecion (de
cualquier tipo) en las gestantes con y sin CT. &nbargo, solo en el 24% de las
gestantes positivas para CT se evidenci0 secrqmibulenta, y este porcentaje no

difirié del encontrado en las gestantes sin CT (@ &lo. 8).

Los porcentajes de las gestantes que refirieraor dbldominal bajo, signo de infeccion,
fue similar tanto en el grupo positivo como en ebativo para CT. Tampoco se
encontrd diferencia entre los 2 grupos de gestame respecto a cambios en el cérvix,
como laceraciones o quistes de Naboth. Estos fgalazos indican que el antecedente
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de secrecion vaginal es un sintoma importante ennfieccion por Chlamydia

trachomatis

Tabla No.8 Signos y sintomas de las pacientes gestantesedetidrana de la ciudad
de Ibarra, con y si@hlamydia trachomatis
Sintomas/Signos fisicos NEGATIVAS POSITIVAS P
Cervicales 117 35
Antecedentes de secrecion 81,19 (95/117) 97,1 (34/35) 0,013
vaginal (%)
Antecedentes de prurito (%) 29.05 (34/117) 25,35p/ NS
Antecedentes de disuria (%) 18,80 (22/117) 22,8(8/3 NS
Antecedentes de  dolor 64,95 (76/117) 60 (21/35) NS
abdominal bajo (%)
Presencia de laceraciones 18,80 (22/117) 14,28 (5/35) NS
(%)
Presencia de quistes de 17,09 (20/117) 2,85 (1/35) NS
Naboth (%)
Presencia de  secrecién 18,80 (22/117) 22,85 (8/35) NS
purulenta (%)
Presencia de  secrecion 90,59 (106/117) 100 (35/35) NS
blanquecina (%)
Presencia de condilomas (%) 0,85 (1/117) 0 (O/35)NS
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13.DISCUSION

13.1Streptococcus agalactiag Estreptococo beta hemolitico del
grupo B (SGB)

Nuestro trabajo evidencio porcentajes altos (18)1&e colonizacion pds. agalactiae
en muestras vagino-ano-rectales de mujeres emblaszporcentaje que es mayor al
encontrado (10%) en otro estudio de mujeres eambdas de 38 semanas de
gestacion de la Ciudad de Quito en el afio 2002dgpas, Benitez, 2002), y similar a
los reportados en Chile (14%) en el afio 2004 @&&1@004), en México (20%) en el
mismo afio (Gonzalez, 2004) y en Argentina (9,35%0)ekafio 2005 (Bartolomeo,
2005).

La variacion de la prevalencia de SGB en paisemkpuede ser atribuida a diferentes
caracteristicas de la poblacion de estudio. Lavabencias varian entre 5 y 40%
(Valdés, 2004; Diaz, 2008; Valdés, 2003), depemttiette la poblacion estudiada, la
ubicacion geografica, la region anatdmica de olid@nde la muestra (vaginal y/o anal o

rectal) y el medio de cultivo utilizado (selectivVe. no selectivo) (Bartolomeo, 2005).

La técnica de cultivo que utilizamos para deteania colonizacion pofS. agalactiae
en mujeres embarazadas, fue la propuesta por el [ @@@Gtro para el control y la
Prevencion de Enfermedades), con una modificas®nitilizd medio de Stuart para el
transporte y posteriormente se sembré directamdatenuestra vagino-ano-rectal en
agar CNA (Columbia agar + Acido nalidixico + Cdligtselectivo para bacterias Gram
Positivas, el CDC por su parte recomienda la sufisia de las muestras en caldo
Todd-Hewitt selectivo. Por ultimo se subcultivatoa microorganismos en agar sangre
de cordero con atmdésfera microaerofilica por 18 adas a 35 °C. A pesar de utilizar
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los medios de cultivo recomendados por el CDC s pbservar el sobre-crecimiento
de bacterias Gram positivas, tales colaoterococcusp. y Staphylococcus splebido
a que el medio de cultivo CNA (Columbia con Catigtiacido nalidixico) es un medio
no selectivo para bacterias Gram positivas lo difedulté un poco el aislamiento d&

agalactiae.

Se conoce que la colonizacion de la vaginaSaagalactiaea partir del recto es muy
frecuente, debido a que la bacteria puede migsarvia ascendente hasta el cérvix
donde produce infeccidon, o puede alterar el mocaiacad e inducir partos prematuros
(Diaz, 2008; Regan, 1981), asociacion importantgreda colonizacion materna y la
ruptura prematura de membranas, ya que este ngenesmo es capaz de producir
fosfolipasas y proteasas, e inducir respuesta iemgon la produccion de

prostaglandinas, que debilitan las membranas &e(Riary, 1998).

La prevalencia de colonizacion por SGB segunpal e muestra analizada varia de
acuerdo con el sitio anatdmico. Asi, nosotrosoettamos un mayor porcentaje (7,2%)
en muestras vaginales, que en muestras rectgl#%)(4y sélo el 2,0% en ambas
localizaciones. Generalmente la identificaciéon dée egermen se hace en muestras
vaginales, por lo tanto, para aumentar la recep®rade identificacion de este
microorganismo es necesario, que ademas de usapgneelectivos, se realice el
tamizaje de los dos sitios anatomicos: vagina yraom. La evidencia indica que la
identificacibn aumenta cuando se busca al SGBegiom vaginal asociada a la peri-
anal, ya que desde alli va a ir a colonizar intemmtémente el tracto genital inferior y

nuestros hallazgos confirman esta hipoétesis (Alzaet al, 2002).

La colonizacion de los recién nacidos se produgevfm ascendente hacia el Gtero y
durante el nacimiento sea a partir del tracto gematerno colonizado o desde el Utero.
La tasa de colonizacion del recién nacido reparfaat algunos estudios alcanzé hasta
el 50% (CDC, 2006; Diaz y Nieves, 20@yahtaheri y Dryja, 1994)A pesar de las
altas prevalencias de colonizacion por SGB encdasr&n las embarazadas de nuestro
pais, no se conoce la incidencia de infeccion ai@bporS. agalactiagni la relacion
existente sobre la morbi-mortalidad neonatal. f&rimos esta tasa de colonizacion del
50% a nuestro estudio, se espera que el 6% deflos estén colonizados, ya que 13%

de las madres lo estan, por lo tanto la infecceémnatal por este germen podria ser alta,
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sin embargo esta tasa de infeccion no la conocqgroagie no fue realizada en este
estudio. La alta prevalencia de SGB nos hace pemsarla tasa de transmision |y
enfermedad en los recién nacidos por este micromga también debe ser importante.
Desafortunadamente no se cuenta con estadisticagedeion neonatal por SGB, ni

estudios que respalden tal afirmacion, debido anguexisten programas de vigilancia

nacional de estas infecciones en neonatos.

Streptococcus agalactiaes actualmente el agente causal mas importanteeplas
neonatal precoz de origen bacteriano, descritanésinacionalmente (Huger et al,
2000). En 1992, la Asociacion Americana de PediafAAP) recomends realizar
screeninguniversal entre las 26 y 28 semanas de gestadi@iay con antimicrobianos
intraparto a las pacientes con factores de riesgo aquellas que tuviesen cultivo
positivo para SGB. Ese mismo afio, el Colegio Anagricde Ginecologia y Obstetricia
(ACOG) recomendo tratar a las pacientes basandadesevamente en los factores de
riesgo, sin realizascreening (CDC, 1997). En 1996, el Comité del ACOG (The
American Congress of Obstetricians and Gynecolggisbmentd que las normas
pediatricas y obstétricas de 1992 generaban carsias y confusion entre los clinicos.
Por ello, el CDC de Atlanta en 1996 planteé ddsategias posibles y sugirié que
"cada centro de salud analice, de acuerdo a su dedlilocal, cual es el mas
apropiado” La primera se basa en la administracion de antiiianos intraparto soélo
a las pacientes que presentan alguno de los sigsitattores de riesgo: embarazo < 37
semanas, ruptura prematura de membranas de >18 Bbaemperatura >38.0°C. ("risk
factors-based protocol”). La segunda agrega atkrian el screening del SGB entre las
mujeres embarazadas de 35-37 semanas de gestadiomar en cuenta los factores de
riesgo ("screening-based protocol”) (CDC, 1997).bide al alto impacto en la
morbimortalidad neonatal por SGB, el tamizaje ursak y profilaxis han sido
propuestos por el Centro de Control de Enfermeddddsstados Unidos (CDC, 1997),
justificando su implementacion desde el punto dgavimédico como econdomico
(Colbourn et al, 2007). Sin embargo, el desconeito de las tasas de colonizacion
por SGB en gestantes y el impacto de enfermedadateoen nuestro pais, no han
permitido implementar una norma de tamizaje pagaenir este tipo de enfermedades,
a pesar de que internacionalmente han sido prasiest
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La prevalencia encontrada de SGB en los difereggrgos de edad no es
estadisticamente significativa, aunque el porgemteyor de SGB se hallé en el grupo
de> 40 afos de edad, el tamafio pequefio de la muestrasnpermite generalizar los
resultados encontrados hacia la poblacion. Es agcesecalcar que las referencias
indican que la edad joven de la madre, la razaanggser hispanas aumentan el riesgo
de enfermedad neonatal en el recién nacido (CD@7)19 Si consideramos que en
nuestro estudio casi el 22% de las pacientes tiereos de 20 afios y salvo el 1%, la
mayoria son de raza mestiza y negra, con una twsaldnizacion de SGB del 13%,
estamos frente a una poblacion con altos fact@esedgo de presentar infeccidon en los
recién nacidos. En este estudio no se encontréiaasin significativa entre la
colonizacion y antecedentes de aborto espontanesintbomas manifestados por las

pacientes.

Los resultados de nuestro estudio en mujeres eadmaa sugieren una elevada tasa de
colonizacion de SGB, lo que podria conducir a wneémento de nifios colonizados con

riesgo de sufrir infeccion neonatal por este migyaaismo.

13.2 Chlamydia trachomatis

Nuestro estudio revel6 una prevalencia dehlamydia trachomatigde 23,02%,
mediante el uso de la reaccion en cadena de lm@a@sa (PCR) en tiempo real (QPCR),
valor muy superior al encontrado (6,5%) en una lpaugiloto de 100 adolescentes
embarazadas de la ciudad de Quito en el afio 2066lusive mayor al encontrado en
un grupo de 100 mujeres trabajadoras sexuales d® @u el mismo afio (20%),
utilizando el mismo método. Los 2 estudios fuemmalizados por Dean Deborah del
Children’s Hospital Oakland Research Institute (GHQutilizando PCR convencional
(Amplicor). Supera también al encontrado en undistde 158 gestantes en riesgo de
parto pretérmino y amenaza de parto pretérminoadematernidades de Quito y
Guayaquil, mediante PCR convencional (Medina eR@08). Estas diferencias en la
prevalencia de CT pueden ser debidas, probablememtelas diferentes técnicas
moleculares utilizadas y a la diferente poblacidrestigada. La PCR Amplicor fue la

primera técnica comercial autorizada por la FDA1883, esta dirigida al plasmido
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criptico especifico que esta presente en mas éeld#las cepas de CT. Su sensibilidad
y especificidad son del 99% y del 98%, respectivémeSin embargo, la PCR en
tiempo real parece tener una sensibilidad y espelatl mayores al Sistema PCR

Amplicor (Vasquez et al, 2008).

En estudios de prevalencia @hlamydia trachomatien gestantes realizados por
técnicas inmunoldgicas (ELISA por captura de amtijese reportaron prevalencias
inferiores a las encontradas en nuestro estudin. e&s216 mujeres embarazadas en
Uruguay se encontro una prevalencia de infeccigrOmbamydia trachomatisle 5,6%
(Acevedo et al, 1997), otro estudio en 198 mujemsmbianas en el dltimo trimestre
de gestacién reporté 3,5% de infeccion (Herediag&s 1989), en Kinshasa —Zaire
(Vuylsteke et al, 1993) en 1160 gestantes la aidecclamydial alcanzo el 5,2%.

Sin embargo en estudios de prevalencia realizadadiferentes paises en los cuales
utilizaron técnicas moleculares, las frecuencieportadas fueron similares a las
encontradas en nuestro estudio. Asi en México e20809 con el uso de PCR
convencional se encontro una prevalencia del 2¢3&nachez et al, 2009). en Trinidad
y Tobago el 20%, mediante la técnica de Nested-iRCRuse, en el 2000Rampersad

et al, 2007), en Venezuela el 10,4% (PCR conveatian el afio 2007 (Arraiz et al,
2007) y en Argentina el 12,9% (Nested-PCR) en el2005 (Deluca et al, 2005). Las
prevalencias reportadas varian ampliamente depwiwlige las técnicas de diagndstico
utilizadas. Sin embargo, las frecuencias obtenidadiante test moleculares son mas
altas que las encontradas con test serolégicogabmzén las pruebas moleculares son
consideradas altamente sensibles. La prevalenctngada en nuestro estudio

(23,02%) transforma a la poblacion estudiada cdentalta prevalencia”.

La presencia d€ trachomatisy sus secuelas han sido bien documentadas & tiavé
diversos estudios y mediante diferentes técnicadiatmostico, por esta razén el CDC
recomienda el “screening de rutina en mujeres $eame activas menores de 25
afos, aunque la mayoria de informes indican guardsalencia mas alta esta en el
grupo entre 20 - 25 afios, en edades mayoresabeiséderarse algun otro factor de
riesgo.” Para las mujeres embarazadas el screessngicierto, sin embargo una
busqueda en periodo temprano en el embarazo puidereacimientos con bajo peso

0 partos prematuros, pero el screening en el tdroeestre podria proveer de un
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diagndstico y tratamiento efectivos para evitarrdamsmision de la enfermedad al feto
(CDC, 2006). A pesar de las recomendaciones intemales, poco se conoce de la

prevalencia de CT en nuestro pais y nada se haespaicto.

En nuestro estudio el mayor numero de casos ddtectale infeccion porC.
trachomatisse ubicé en los grupos etarios mas jovenes, aodozcifras del 24,24% y
del 27,5% en los grupos mas jovenes (15 a 19 y 2@ afios, respectivamente) y
decliné hasta 0% en pacientes sobre los 40 afiedatkt estos datos se relacionan con
los reportados por estudios internacionales. Eastidio de mujeres militares menores
de 17 afios se encontr0 una prevalencia del 15%d@Saet al, 1998). En mujeres
menores de 25 afios, asintomaticas, la cifra alcahzd0% y fue disminuyendo

conforme avanzaban en edad (Lan et al, 1995; @atws1991).

La disminucion de casos de infeccion @hrtrachomatisen la poblacion de pacientes
sobre 30 afios de edad ha sido atribuida a fasedcias anatomicas encontradas en
esta poblacion etaria, tal es el caso de una mexposicion del epitelio escamo-
columnar de la region endocervical. También se dedialado otros factores como: el
namero de parejas sexuales, niumero de partos, mege y la baja condicion
socioeconOmica (Cates et al, 1991; Black, 1997;r&et al, 1998). Por esta razon la
edad temprana de las mujeres constituye uno dpriosipales factores de riesgo de
Chlamydiasis Otro factor de riesgo importante es el nimer@arejas sexuales. En
nuestra poblacién de estudio, el 53,3% de dasarazadas han tenido mas de un
compafero sexual, estudios comparativos de pohkxen las cuales las mujeres han
tenido un solo compafiero sexual en el Ultimo afi@rtan prevalencias mucho mas
bajas (3,5%) versus poblaciones con varios compaf®exuales (40%) (Chen et al,
2009). La edad, el niumero de compafieros sexualgmsiplemente la presencia de
sintomas, parecen ser los factores mas importpatasla deteccion dé. trachomatis

en la poblacion evaluada.

Contrariamente a lo que se ha publicado (Gu26@3; Servaas et al, 2002; Sanchez et
al, 2009; Gaydos et al, 1998) no encontramos Kataentre el inicio temprano de la
vida sexual y el numero de parejas sexuales comfeccion, ya que ambas

caracteristicas fueron similares tanto en el grdg@anujeres con resultados positivos
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para CT como en el grupo con resultados negativars |CT. Al analizar los
antecedentes de nuamero de embarazos, partos yosbod hubo diferencias
significativas en la mayoria de las caracteristim@s$a historia gineco-obstétrica de las
mujeres embarazadas que fueron positivas en cagiparcon el grupo de mujeres
negativas para CT. Sin embargo, hay que recal@reajgrupo de mujeres con CT que
presentaron secrecion vaginal fue significativamentyor que el grupo de mujeres

negativas para CT.

El cultivo celular par&. trachomatidha sido la norma de referencia contra el cualsoda
las demas pruebas de diagnéstico se han compaasadqgue limitado por su baja
sensibilidad de 50 a 80% y su moderada espiekifilade hasta el 89% (Frontera et al,
20002). Mientras que las técnicas de amplificacléracidos nucleicos alcanzan una
sensibilidad de hasta el 100 % y una especificidad94% (Técnica de PCR-
plasmido) (Martinez, 2001; Marrazzo et al, 2005nEela et al, 2002). Por ello se ha
requerido de la implementacién de otras pruebasliagndstico, debido a que los
cultivos microbiolégicos celulares para identific@ trachomatisson dificiles de
estandarizar, son técnicamente exigentes, y muyosms Por lo anteriormente
mencionado se han desarrollado nuevas técnicasngqueequieren de organismos
viables, los primeros en desarrollarse fueron &st tnzimaticos de inmunoensayo
(EIA) que detectan antigenos y anticuerpos fluenetss directos deChlamydia
basados en el uso de anticuerpos monoclonalexs pistebas de deteccion de antigeno
fueron seguidas por pruebas de hibridacion deos&ciducleicos, que detectan
secuencias especificas de los &cidos nucleico8.deachomatigCDC, 2006). En este
estudio se emplearon técnicas de amplificaciércaoa nucleicos (Reaccidon en cadena
de la polimerasa en tiempo real - gPCR), recomeasiaaternacionalmente para el
diagnostico de&. trachomatigoor su alta sensibilidad, para detectar secuedeiadsDN

de C. trachomatisen muestras clinicas y cuantificar la presencieeste patégeno
(CDC, 2006; Lan et al, 1995), por lo tanto la gitavalencia de CT encontrada en
nuestra poblacion es muy confiable y refleja lasé®lidad de este tipo de pruebas

diagndsticas.
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13.3 Neisseria gonorrhoeae

En nuestro estudio no hemos encontrado ningun ¢esitivo para Neisseria
gonorrhoeae,la prevalencia del 0% encontrada es similar a fgortada en otros
estudios realizados en paises como Lima (Portilid, €1999) y México (Iglesias et al,
2007). Sin embargo, es necesario indicar que estdtado posiblemente es debido al
uso de antibidticos en el manejo sindrémico ddréescciones de Transmision Sexual
(ITS), como norma de atencion en nuestro paisadoasn las Guias para el tratamiento
de las ITS dictado por la OPS (OPS, 2005), lo dmeierta forma ha controlado la

gonorrea.

En el afio 2007 en EEUU se reportaron 355,991 cadsagonorrea con una tasa de
118.9/ 100,000 habitantes, ligeramente mas altasemujeres (123.5/100,000), que en
los hombres (113.7 casos por 100,000 habitantesyiegdo mas frecuente en
adolescentes entre 15 a 19 y 20 a 24 afos (CDQ).2D@ las prevalencias reportadas
en diferentes estudios se encuentran datos quelesde el 0 al 3% (Portilla et al,
1999; Rampersaet al, 2007; Arjona et al, 1982; Cano et al, 19§ksias et al, 2007),
cabe indicar que estas frecuencias han sido detadas por distintos métodos de
diagnéstico y en diferentes grupos poblacionales. |Bs frecuencias mas altas
reportadas en gestantes, esta una prevalenci2%leéncontrada en un grupo de
embarazadas de Trinidad y Tobago en el afio gRa@mhpersaet al, 2007).

La Neisseria gonorrhoeaes una bacteria de dificil crecimiento, que neaesitlltiples
requerimientos para crecer en un medio de culi&aultivo en medios selectivos es
considerado como el “Estandar de oro”, sin embaogolas condiciones méas adecuadas
de toma, conservacion y sobre todo de transperia chuestra se puede alcanzar una
sensibilidad del 80 al 90%. La limitacibn mas gmares$ que se necesita de muestras
colectadas invasivamente de endocervix o0 de laraurgtara el diagndstico

microbiolégico (Martin et al, 2000).

El diagndstico especifico de infeccion @dr gonorrhoeaepuede ser realizado por
cultivo, pruebas de hibridacion de acidos nuckeicg los NAATs (Test de

amplificacion de acido nucleicos). Estas pruebé&nedisponibles para la deteccion de
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infeccidn genitourinaria déN. gonorrhoeaeen muestras endocervicales, vaginales,
uretrales, o de orina tanto para hombres comoresijeTanto el cultivo como las
pruebas de hibridacion de &cidos nucleicos requielee muestras invasivas (CDC,
2006). El cultivo microbioldgico es la prueba esdi@npara el diagndstico de NG, sin
embargo los test de amplificacion de acidos nuate{®NAATS) son generalmente mas
sensibles. Por esto se ha propuesto que los labosapueden ofrecer estas pruebas
para el diagnostico de gonorrea, después de uidaeidn de este método por cada
laboratorio (CDC, 2009).

En base a estas consideraciones decidimos realizamizaje para buscar NG en las
gestantes de la ciudad de Ibarra, mediante testgsificacion de acidos nucleicos
como la reaccion en cadena de la polimerasa emdiemal (QPCR). Sin embargo
estamos conscientes de que este tipo de pruelmsddiwas son limitantes en nuestro
medio, por los costos y fundamentalmente porqupraeeen la sensibilidad requerida
para el tratamiento en caso de resultar test positi

Hay que considerar que los pacientes infectado®cgonorrhoeageneralmente estan
coinfectados coR. trachomatiCDC, 2006), pero la prevalencia encontrada dee%
el estudio, no nos permite valorar estados de ecinfn por estas bacterias
consideradas de transmision sexual, capaces deganograndes secuelas en el recién

nacido y complicaciones en la madre.

Los resultados que presentamos dejan prever lasidade de nuevos trabajos de
investigacion encaminados a consolidar estosZwglkay a determinar la frecuencia de
infecciones neonatales causadas por estos microsngas no solo en la provincia de
Imbabura sino también en el pais, de forma queusdam implementar sistemas de
tamizaje que permitan identificarlas tempranamentevitar este tipo de infecciones en

nuestros recién nacidos.
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14.CONCLUSIONES

Podemos concluir que la colonizacién materna Epstreptococo beta hemolitico del

grupo B (SGB) 0 Streptococcus agalactiaeen muestras vaginales y/o anales,
diagnosticada mediante cultivo microbiolégico erptiblacion estudiada es del 13%,
causa importante de infeccion neonatal. Esta peacea en los diferentes grupos de

edad no es estadisticamente significativa.

La prevalencia encontrada @hlamydia trachomatis(CT) en muestras de cérvix de
embarazadas de la ciudad de Ibarra fue del 23,08¥iante la técnica de Reaccion en

cadena de la polimerasa en tiempo real (QPCR),elgafencia mas alta se ubico en el

60



Prevalencia de Chlamydia trachomatis, Neisseria gdmmgae y Streptococcus agalactiae, en pacientemiges
del area urbana de la ciudad de Ibarra, afrio 2008.

grupo de mujeres menores de 25 afios. Consideraredel RN que nace de una madre
que tenga una infeccidén cervical con CT tiene wsgd de hasta 50% de adquirir
infeccién clamydial sobre todo conjuntivitis y neamia. La presencia de secrecion
vaginal y el nUmero de abortos fueron estadistiodengignificativos entre el grupo de
mujeres con diagnostico positivo vs negativo gaindamydiasis Es concluyente que
no existeNeisseria gonorrhoeaaliagnostico realizado mediante gPCR en las naijere
embarazadas de la ciudad de Ibarra.

15. RECOMENDACIONES

Se deberia implementar de forma rutinaria el\aulthicrobiologico para diagndéstico
de SGB a partir de la 342 semana de gestacion, guiasacteria se debe considerar
como el microorganismo mas importante cuando skzarla sepsis neonatal precoz de
origen bacteriano, por lo que seria convenientizegaestudios que determinen la tasa
de infeccibn neonatal producida por este microasgan. Las elevadas tasas de
colonizacion nos indican que seria convenientezagagste tipo de estudios a nivel del
pais a fin de conocer la real magnitud del probleanabase al cual las autoridades del
Ministerio de Salud podrian implementar las medigeeventivas y de control
necesarias, de acuerdo a los resultados que sarmpabtener.
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Se estima que la aplicacion de estrategias de mo#re basadas en cultivo permite
prevenir mas de 90% de los casos de infeccion malgmar S. agalactiagmientras que
las basadas Unicamente en factores de riesgo peevi) a 60% de los casos. En este
sentido, es importante que los laboratorios realioea revision cuidadosa de los
protocolos de deteccién d& agalactiagde tal manera que se pueda implementar la
técnica de diagndstico mas sensible y que se puedsarrollar en todos los
laboratorios microbiolégicos, sin inconvenienteson minimos costos. En este sentido,
seria conveniente efectuar estudios de relaciot-t@neficio en nuestro medio, para
definir si la estrategia de prevencion de la inf@taeonatal ocasionada por SGB es

aplicablea la realidad del pais.

Es importante realizar estudios similares en oHospitales y Centros de Salud de
atencion a gestantes, con la finalidad de detemi@énprevalencia y la magnitud de la

infeccidén clamydial y gonocécica.

Se recomienda fomentar en los médicos el tamidajegChlamydia en mujeres
embarazadas durante el tercer trimestre, para éaitafeccionChlamydialen el recién
nacido, ya que si se realizaria en los primeraogroles prenatales puede ocurrir el
riesgo de reinfeccion. Debido a la alta prevaleecieontrada en nuestra poblacion se
sugiere realizar el tamizaje en gestantes menae2% afios y en todas aquellas que
presenten algun factor de riesgo, asi evitar coapbnes futuras de la madre y el

recién nacido.

Seria conveniente extender el diagnéstico Ndesseria gonorrhoeag@or meétodos
altamente sensibles en poblaciones con alto rieegoontraerla, puesto que en los
ultimos afos se ha subestimado la prevalencia depdiGfalta de reporte y control

epidemioldgico.

Creemos conveniente fomentar este tipo de estetiopoblaciones con caracteristicas
diferentes a la nuestra, para determinar una peui@ real de este tipo de infecciones
en las mujeres embarazadas del pais y poder estaladstrategias de diagnéstico para

estas enfermedades e implementar su uso en laslesnprenatales.
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17. ANEXOS DE LA INVESTIGACION:

ANEXO No. 1 — CONSENTIMIENTO INFORMADO

PONTIFICIA UNIVERSIDAD CATOLICA DEL ECUADOR
MAESTRIA DE MICROBIOLOGIA EN MENCION CLINICA
Hospital “San Vicente de Paul” — Ibarra
Proyecto “Prevalencia de Chlamydia trachomatis, Neisseria gonorrhoeae Yy
Streptococcus agalactiaen pacientes gestantes del area urbana de lkadciledlbarra,
afio 2008”
Dr. Oswaldo Rodriguez Mora (Pontificia Universidaatélica del Ecuador)
Dra. Bertha Estrella (Corporacién Ecuatoriana dedginologia)
Dra. Lenis Ortiz G. y Dr. Vladimir Bazante (Hospi&an Vicente de Paul)

El investigador:
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Sefiora: Muchas mujeres pueden tener enfermedadas @rello uterino y/o vagina y
no haber presentado molestia alguna, sin embartgitdade tratamiento puede causar
problemas en usted y ocasionar graves infecciomessue hijo al momento del
nacimiento. Para poder saber si tuvo o tiene estiesmedades se requieren de pruebas
especiales, para lo cual es necesario que el méalice muestras de sangre y de la
secrecion del cuello uterino, de la vagina y arsbag& muestras seran estudiadas después
con procedimientos especiales de laboratorio. Eo d& que alguna de sus muestras
resulten positives para alguno de los microbios buscados, el resuada entregado a
su médico tratante para que usted reciba el tratdmbportuno y especifico.

Invitacion:

Es posible que usted tenga una infeccion por algientos microbios y que no haya
presentado sintomas o que hayan pasado por debajmr pero que hoy pueden
causar dafios en usted o en su hijo. Para conoestasi le invitamos a participar en un
proyecto de investigacion para determinar la pr@aerde estas bacterias que pueden
causarle dafio a usted y a su hijo.

Que se le solicita que usted haga:

Si es que usted voluntariamente decide participgtied debera autorizarnos tomar una
muestra de sangre en cantidad de una cucharaag vawnestras cervicales/ vaginales y
anales, para que sean sometidas a un proceso gleostiso especial que permita
identificar el microbio que puede estar infectamdeu cuello uterino y/o vagina. Su
participacion en la investigacion no implica gasiatiempo mas que el necesario para
el examen diagndstico habitual.

Riesgos:

* El examen de su cuello uterino no es doloroso plgranas veces puede haber
un pequefo sangrado; sin embargo no existe riasgmig este procedimiento
para usted y para su hijo.

» El pinchazo para la toma de la muestra de sangidgpcausar un poco de
dolor y/o un pequefio hematoma.

Beneficios:

* Es posible que esta investigacion determine laepm@a de uno o varios
microbios causantes de problemas en su organismagpotenciales
complicaciones para su hijo.

e Su participacion en este estudio, podria ofrecerdgores posibilidades de
tener un diagnéstico rapido y oportuno y asi eptablemas para usted y su
hijo al momento del nacimiento.

» Siestas bacterias estan presentes, los médigumdidaran un tratamiento para
combatirla y evitar graves secuelas para ustedhyjcu

» Esta investigacion podria ayudarnos a tener un rmmjaocimiento de la
frecuencia de microbios que causan dafios endomatos de las madres
gestantes infectadas de la provincia de Imbabura.

Costos:

Todos los examenes especiales que se le vanizarephra ver si usted esta infectada
con algun microbio, NO tienen costo alguno paradist

Confidencialidad:
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Su nombre sera manejado confidencialmente. Un raidecdédigo serd usado a partir
de este momento para proteger su identidad. atws abtenidos de esta investigacion
seran mantenidos bajo llave, en la oficina delstigador.

Voluntario:

Su participacion es absolutamente voluntaria.

Paciente:

Yo he leido (escultadoatencion los examenes

que se realizaran en mi sangre, cuerpo (vagina/pag conocer si estoy infectada o no
por microbios capaces de causarme dafio a mi o lajoni Durante el examen se

tomaran unas pequefias muestras en las cualesligarémapruebas especiales para
determinar la presencia de estos microbios. Sisesb@cterias estan presentes los
investigadores comunicaran a mi medico tratanterdssltados y se me indicara un
tratamiento para combatirla y que no afecte a jai hi

Yo autorizo libremente que se realicen los proceshios indicados. También me

siento libre de seguir o no las indicaciones @iméntos que se establezcan. Mi firma
(huella) abajo indica que he leido y entendido tadaformacién arriba explicada.

Firma del paciente Fecha

CC:

Firma del testigo Fecha

CC:

Teléfono del paciente Direccion del paciente

En caso de dudas comunicarse con los investigadareBr. Bazante telf #
062608262 o Dra. Ortiz teléfos: 062907526 6 Cel: 096002239, o Dr.
Rodriguez 08-497-1491.

H.Cl: Médico:

CODIGO DE LA PACIENTE:

ANEXO No. 2 - FORMULARIO DE ENROLAMIENTO DE LAS
PACIENTES

PONTIFICIA UNIVERSIDAD CATOLICA DEL ECUADOR
MAESTRIA DE MICROBIOLOGIA EN MENCION CLINICA
Hospital “San Vicente de Paul” - Ibarra
Proyecto “Prevalencia de Chlamydia trachomatis, Neisseria gonorrhoeae vy
Streptococcus agalactiaen pacientes gestantes del area urbana de kadcdellbarra,
afo 2008”

FORMULARIO DE ENROLAMIENTO | CUMPLIMIENTO |
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CRITERIOS DE INCLUSION Sl NO
1.- Edad gestacional de 34 a 38,6 semanas
2.-Aceptacion de patrticipar en el estudio (conseietito
informado)

CRITERIOS DE EXCLUSION SI NO
1.- Tratamiento local o sistémico con antibiéticos
2.- Labor de parto y/o Ruptura prematura de menasran
3.- Sangrado genital

Paciente enrolado SI NO
NUMERO DE
IDENTIFICACION

ANEXO No. 3 - FORMULARIO DE FACTORES DE RIESGO DE

LAS PACIENTES

PONTIFICIA UNIVERSIDAD CATOLICA DEL ECUADOR
MAESTRIA DE MICROBIOLOGIA EN MENCION CLINICA
Hospital “San Vicente de Paul” - Ibarra
Proyecto: “Prevalencia de Chlamydia trachomatis, Neisseria gonorrhoeae vy
Streptococcus agalactiaen pacientes gestantes del area urbana de kadctellbarra,
afo 2008”

Ciudad y fecha de nacimiento: ............oiccceeeeiieiiiiii e
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Caddigo | ]

Informacion Demografica:

A gque raza pertenece?
1. Mestizo

2. Indigena

3. Negro

4. Otro:

Cudl es el lugar de origen de:

Padre

Madre

Abuelo paterno

Abuelo materno

Abuela paterno

Abuela materna

Instruccion:

Ultimo Grado completado} Primaria | Secundaria | Superior|
Con quién vive:

Padre | Madre Esposo Hijos | P Sin Solo

adoptivos | hogar

Usted trabaja: [SI]  [NO]

Permanente
Ocasional
Quehaceres
domésticos

Antecedentes personales:

Cual fue la ultima fecha de su menstruacion ifaéa/ano):

Cuantas semanas de gestacion tiene?

Senlanas

Por ecografia

Por fecha de la ultima menstruacion

| Nimero de controles que ha tenido en el embarayo |

| #embarazos | Partds | Abortbs | Ceséareas |

Fecha de su ultimo Pap-Test

Resultado

Tratamiento
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Edad de inicio de la primera relacion
sexual
NUmero de parejas sexuales

Informacion de su pareja sexual:

Su pareja tuvo o tiene otras parejas sexuales
| SI | | NO| | Confundido | | No sabe] |

Su pareja ha tenido alguno de estos sintomas: Sl NO

Secrecion uretral

Problemas urinarios — Disuria

Ha visto alguna Ulcera o llaga en el area de logajes

Otro

Su pareja ha tenido alguna enfermedad de traiisnssxual: Sl..... NO.....
Recibio tratamiento
Hace cuanto tiempo
Sabe que enfermedad tuvp

Manifestacion clinica:

Usted en este momento tiene: Sl NO
1. Secrecion vaginal

Picazén

Mal olor

Ardor

2.Ardor al orinar
3.Dolor abdominal bajo
leve

Se ha realizado examenes de control prenatal:
Examen SI | NO
VIH

VDRL

Se confirmo el VDRL (En caso que haya resultado
positivo)

Secrecién vaginal

Al momento de la toma de la muestra la paciente psenta:

SIGNOS FISICOS: Sl NO

Temperatura bucal > 37,5°C

Tatuajes #

Cambios cervicales:

Laceraciones

Quistes de Naboth

Tumoraciones

Cambios vaginales:

76



Prevalencia de Chlamydia trachomatis, Neisseria gdmmgae y Streptococcus agalactiae, en pacientemiges
del area urbana de la ciudad de Ibarra, afrio 2008.

Secrecion purulenta

Secrecion blanquecina

Mal olor

Condilomas

ANEXO No. 4 - PRUEBA DE CAMP

(Koneman, 2008)

Materiales:
« Cepa destaphylococcus aureusTCC
» Caja de agar sangre de cordero
» Control de calidad:
» Control positivo: estreptococo del grupo B.
« Control negativo: estreptococo del grupo A.

77




Dra. Lenis Ortiz Gbmez Dr. Vladimir Bazante Ramirez

Procedimiento:

* En el centro de la caja de petri con agar sangmdero hacer una sola estria
recta corS. aureugproductora d¢-hemolisina.

e Hacer una estria con los estreptocdgosemoliticos por identificar sin tocar la
estria del estafilococo con una longitud de 3-4 cm.

« En la misma placa deben sembrarse de igual maregas cconocidas de
estreptococos del grupo A y del grupo B como cdedrmegativo y positivo
respectivamente.

e Incubar la caja a 350C en aerobiosis durante 1i8sp4s

Interpretacion:
La zona de aumento de hemodlisis se observa enntb mlonde se intersecan fla
hemolisina secretada por el estafilococo y el facte CAMP secretado por el

estreptococo del grupo B. (Koneman 2008)

ANEXO No. 5 - PRUEBA DE AGLUTINACION EN LATEX
PARA IDENTIFICACION DE Streptococcus agalactiae

(BioMérieux, 2008)
PREPARACION DE LA MUESTRA

Las muestras a identificar, deben sembrarse ersaggre e incubarse a 37°C, 18 — 24

horas. Observar la hemdlisis de las colonias sbeiges.
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Es recomendable realizar una tincion de Gram ypunaba de catalasa para confirmar
la presencia de cocos Gram- positivos, catalasgativos. Para mas detalles, acudir a
los libros de consulta.
Para cada muestra que se vaya a estudiar:
1. Reconstituir la enzima de extraccion con 10 miglsaadestilada estéril.
Transferir 0,4 ml de enzima de extraccién en uo i ensayo.
3. Del medio sélido escoger 3 a 5 colonias caractesitstde acuerdo al
tamano y emulsionarlos en 0,4 ml de la enzima taexon.
4. Homogeneizar en un mezclador tipo vortex e incepda estufa durante

10 minutos a 37C. El extracto de antigeno esta listo para el ensay

Identificacion:

1. Permitir que los reactivos alcancen la temperaaonhiente al menos 10
minutos antes de su uso.

2. Resuspender los reactivos de latex. Eliminar labjas retenidas en el
cuentagotas.

3. Registrar la referencia de la cepa sobre una daffeera de los pocillos
de reaccion)

4. Agitar bien las suspensiones de latex
Depositar 1 gota de cada reactivo de latex endaglps de reaccion de
la tarjeta. Cuidar que los frascos cuentagotas estéposicion vertical
durante la distribucion de las gotas.

6. Distribuir 15 ul de extracto al lado de cada gatdadex.

7. Mediante un bastoncillo, mezclar las 2 gotas yrekteas sobre toda la
superficie del pocillo.

8. Realizar cuidadosamente un ligero movimiento dacioh con la tarjeta
durante 2 minutos como maximo y leer la reaccig lilaminacion

normal sin emplear una lupa.

Lectura e Interpretacion de los resultados.

Un resultado positivo se manifiesta por la apanadé una aglutinacion visible

con un reactivo de latex en menos de 2 minutos.
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Un resultado negativo viene indicado por la ausende aglutinacion:
suspension homogénea o granulacion muy fina ematos.

La reaccion es ininterpretable cuando se obsaraglltinacion en varias de las
suspensiones de latex. Esto puede correspondea aepa poliaglutinante o a
una mezcla de las cepas. En este caso, realizauae el aislamiento y la
prueba, o llevar la identificacion mediante prueagjuimicas.

Un resultado es no-identificable si no se obserigguma aglutinaciéon en

ninguno de los reactivos de latex.

ANEXO No. 6 - TECNICA DE EXTRACCION DE DNA

High pure PCR Template preparation kit — Isolatddmucleic acids from bacteria or
yeast (Roche, 2008).

Antes de empezar la reaccion de purificacion colethuffer de elucién a 70°C:
1. En un tubo eppendorf estéril de 1.5ml:

» Colocar 200ul de la muestra.

» Colocar 200ul del buffer binding (vinculante).

» Colocar 40ul de Proteinasa K (reconstituido).

» Mezclar inmediatamente e incubar a 70°C por 10 min.
2. Colocar 100ul de Isopropanol y mezclar bien.
3. Insertar un tubo con filtro en un tubo de colencio
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* Pipetear el material dentro del tubo con filtro
» Colocar los tubos ensamblados en la centrifuga.
* Centrifugar 1min a 8.000x g.
4. Proceder al lavado y elucion.
5. Después de centrifugar:
» Descartar el tubo de coleccion del tubo con fytaescartar el tubo de coleccion
con el sobrenadante.
e Colocar el tubo con filtro en un tubo de colecanevo.
e Colocar 500ul de Inhibidor Removal Buffer en eldwwon filtro.
* Centrifugar 1 min a 8.000 x g.
6. Retirar el tubo con filtro y descartar el tubo déeccién con el sobrenadante.
* Coloque el tubo con filtro en un tubo de colecaidevo.
Colocar 500l de wash buffer en el tubo con filtro.
Centrifugar por 1 min a 8.000 x g.
Repetir el paso 6.
Después de desechar el sobrenadante :
Centrifugar los tubos ensamblados por 10seg aveldaidad.

La centrifugacion extra remueve los residuos dékbde lavado.
9. Para eluir el DNA:

* Insertar el tubo con filtro en un tubo eppendstégl de 1.5ml.

e Colocar 200ul del buffer precalentado de Elutioff&uen el tubo con filtro.

e Centrifugar por 1 min a 8.000 x g.

10.El tubo eppendorf contiene el DNA eludido.

11.Se puede utilizar el DNA directamente o almacenar®-8°C o -15 a -25°C
para un posterior analisis

(o BN

ANEXO No. 7 - CUANTIFICACION DE DNA POR
ESPECTROFOTOMETRIA.

(Surzycky, 2000).

oo

Preparar 2 tubos con 3 ml de agua grado biologiaaular y adicionar al primero
5ul de agua y el segundo adicionar 5 pl de la maest ADN.

Colocar en el espectrofotometro y leer a 260 y 88Quna unidad a A260 es igual
a 50ng de DNA por ml de muestra.

Con los valores observados de las absorvancidagaeaha relacion entre el valor
obtenido a 260 y 280nm.

Para saber la calidad de DNA se debe dividir ebrvabtenido a 260nm para el
valor obtenido a 280nm, el valor que resulta da datision denota la calidad del
ADN.

Un valor de 1.5 es considerado de muy buena calidad

Para saber la concentracion de DNA que tiene lastrauestudiada se utilizo la
siguiente férmula:
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—40A4,,, (Surzycky, 2000,

ANEXO No. 8 - CONTROL DE EXTRACCION DE DNA,
AMPLIFICACION DE DNA DE

convencional)

p - GLOBINA (PCR

(Greer et al, 1994; Mirshahabi et al, 2007; Gaetial, 2006)

En un tubo eppendorf de 1.5ml se adiciono:

. Concentracion Vol. 1X e Vol.
Reactivo Jo Concentracion final
inicial (uh X
GoTag® 1UTag 1.5Mm
Green Iggu"fwmg"l\l'_\r"gg%/u 12,5 MgCl, 200uM
Master Mix dNTPs c/u
Primer 1 10puM 1
Primer 2 10puM 1
Agua BM 5.5
ADN 5
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Vol. final
25ul

1. Sisevaarealizar mas de una reaccion hay qpafaeuna mix primero sin colocar
el ADN. Después reparta la mix en cada tubo de 10.2dicione el ADN a cada
tubo de 0.2ml.

2. Cargue las muestras en el termociclador y corpaoglrama.

Una vez terminado el programa en el termocicladagusardaron las muestras a -20°C
hasta su posterior analisis.

ANEXO No. 9 — TECNICA DE AMPLIFICACION DE DNA DE

Neisseria gonorrhoeae

LightMix® para deteccion déNeisseria gonorrhoea@groche, 2008)

El kit de gPCR ROCHE contiene:
1. 6 viales de Premix, primers liofilizados, y pruekdes hibridacion para 16
reacciones.
2. Viales con control interno positivo
3. Viales con 6 estandares de diferente concentrgti@ra 10)

« PREPARACION DE LOS REACTIVOS:
1.- PREPARACION DEL REACTIVO MIX (PARAMETER-SPECIE 16
Reacciones)

* Reactivo a)l vial de reactivo (color azul) contidéme primers y pruebas para 16
corridas del LightCycler®.

» Reactivo b) El vial (color rojo) contiene el blangara el control interno.

e Para reconstituir el control interno positivo aiffiaos 80 ul de agua grado
biologia molecular al reactivo b y mezclamos peemion.
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* De esta ultima solucion transferimos 66 ul al rgaca y mezclamos por
inversion.
Nota: Esta solucién es estable por tres dias a 4 oC

2.- PREPARACION DEL ESTANDAR
El kit contiene 6 concentraciones diferentes dénektres, que deben ser reconstituidos
con 40 uL de agua pura calidad biologia molectlaros deben usarse comenzando por
la concentracion mas baja.
Nota: Esta solucion no es estable por mucho tiegnpoede perder su sensibilidad.

Usar solamente soluciones recién preparadas.

3.- PREPARACION DEL MASTERMIX LIGTHCYCLER®
reaccion mix,
volumen/reaccidn/nimero de reacciones/ciclos +eaecion adicional.

En un

tubo colectar

La reaccién Mix contiene:
7,0 uL de agua (pura)

4,0 uL del reactivo mix
4,0 uL de FastStart mix

15 uL mix

la

para calculse

Transferir 15 uL de mastermix por capilaridad ghtCycler®
Afadir 5 uL de muestra o estandar, para obtengplumen final de 20 uL
Iniciar la corrida.

+ PROGRAMACION DEL TERMOCICLADOR

multiplica el

i.  Denaturacion de la muestra y activacion enzimatica
ii.  Amplificacion del DNA

producto de la PCR

Programacion:

Instrumento en cooling

Curva para identificacion de Neisseria gonorrhade@vada del

Programa Denaturacion Ciclos Identificacion Cooling
Parametro

Modo de| Ninguno Cuantificacion Curvas de medida Ning
analisis

Ciclos 1 45 1 1
Segmento 1 1 2 3 1 2 3 1
Temperatura 95 95 62-58 72 95 40 85 40
(°C)

Tiempo 0:10:00 0:00:05 0:00:10 0:00:15| 0:00:20| 0:00:20| 0:00:00 | 0:00:3d
(hh:mm:ss)

Proporcién 20 20 20 20 20 20 0.2 20
°Clsg

Modo Ninguno Ningung@ Unico | Ningund Ninguno| Ninguno| Continuo Ninguno|
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Nota.- Para el segmento 2 del ciclo 2 se necesitet temperatura inicial de
alineamiento de 62°C durante 10 segundos, con anad@ de 20°C por sg. La
temperatura de alineamiento final 58°C, con unanigiscién de 4°C.

« ANALISIS DE DATOS.-

1. Los datos son analizados con un Software, que fetengraficacion de
curvas, en relacion con los estandares utilizadmmnylos controles tanto
positivo como negativo.

2. El numero de ciclos para el punto de corte de cadestra se calcula
automaticamente.

3. El canal para NG es 640 y forma una curva en lodymtos positivos de

amplificacion.

El control negativo no da sefial

Cuando se usa controles internos positivos, lossds¢ observan en el
canal 640.

La cuantificacion de los controles internos se teatavés del canal 705
Los controles negativos y las bajas concentraciaiesNG en las
muestras (10 a 1000 copias) son amplificadas enuass del control
interno positivo en aproximadamente 30 ciclos.

ok

No

ANEXO No. 10 — TECNICA DE AMPLIFICACION DE ADN DE
Chlamydia trachomatis

LightMix® para deteccion d&Chlamydia trachomatigRoche, 2007)

El kit de gPCR ROCHE contiene:
1. 6 viales de Premix, primers liofilizados, y pruekdes hibridacion para 16
reacciones.
2. Viales con control interno positivo
3. Viales con 6 estandares de diferente concentrgti@ra 10)

» PREPARACION DE LOS REACTIVOS:
1.- PREPARACION DEL REACTIVO MIX (PARAMETER-SPECIE 16
Reacciones):
» Reactivo a)l vial de reactivo (color verde) corgiéos primers y pruebas para
16 corridas del LightCycler®.
* Reactivo b) 1 vial de reactivo (color blanco) ceng los primers, pruebas y
DNA para 16 corridas del control interno del Lightr® (IPC)
» Para reconstituir los viales afiadir 66 uL de agw@a@ biologia molecular, en
cada uno y mezclar por inversion.

Nota: Esta solucion es estable por tres dias a 4°C.
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2.- PREPARACION DEL ESTANDAR

El kit contiene 6 concentraciones diferentes dénekitres, que deben ser reconstituidos
con 40 uL de agua pura calidad biologia molectaros deben usarse comenzando por
la concentracion mas baja.

Nota: Esta solucion no es estable por mucho tiegnpoede perder su sensibilidad.
Usar solamente soluciones recién preparadas.

3.- PREPARACION DEL MASTERMIX LIGTHCYCLER®

En un tubo colectar la reaccion mix, para calculse
volumen/reaccion/namero de reacciones/ciclos +eaecion adicional.
La reaccidén Mix contiene:
3,0 uL de agua (pura)
4,0 uL del reactivo mix

4,0 uL de IPC mix
4,0 uL de FastStart mix

multiplica el

15 uL mix

Transferir 15 uL de mastermix por capilaridad ghtCycler®
Afadir 5 uL de muestra o estandar, para obtengplumen final de 20 uL
Iniciar la corrida.

4. PROGRAMACION DEL TERMOCICLADOR
v. Denaturacion de la muestra y activacion enzimatica
vi.  Amplificacion del DNA
vii.  Curva para identificacion déhlamydia trachomatiglerivada del
producto de la PCR

viii.  Instrumento en cooling

Programacion:

LINO

Programa Denaturacion Ciclos Identificacion Cooling
Parametro

Modo de[ Ninguno Cuantificacién Curvas de medida

analisis

Ciclos 1 45 1 1
Segmento 1 1 2 3 1 2 3 1
Temperatura 95 95 62-58 72 95 40 85 40
)

Tiempo 0:10:00 0:00:050:00:10 0:00:15| 0:00:20| 0:00:20( 0:00:00| 0:00:3¢
(hh:mm:ss)

Proporcién 20 20 20 20 20 20 0.2 20
°Clsg

Modo Ninguno Ningung Unico | Ningund Ninguno| Ninguno| Continug| Ninguno

Nota.- Para el segmento 2 del ciclo 2 se necesitet temperatura inicial de

alineamiento de 62°C durante 10 segundos, con amadg de 20°C por

temperatura de alineamiento final 58°C, con unanigiscion de 4°C.

5. ANALISIS DE DATOS.-

sg. La
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Los datos son analizados con un Software, que petengraficacion de
curvas, en relacion con los estandares utilizadasylos controles tanto
positivo como negativo.
El nimero de ciclos para el punto de corte de cadestra se calcula
automaticamente.
El canal para CT es 640 y forma una curva en lodymtos positivos de
amplificacion.
El control negativo no da sefial
Cuando se usa controles internos positivos, logsdatiantifican en el
canal 705

. Los controles negativos y las bajas concentraciaesCT en las
muestras (10 a 1000 copias) son amplificadas eouass del control
interno positivo en aproximadamente 30 ciclos.

ANEXO No. 11 - CONTROL DE TEMPERATURA DE
ALMACENAMIENTO DE REACTIVOS

LABORATORIO

CONTROL DE TEMPERATURA DE ALMACENAMIENTO DE REACTIDS

MES

JULIO 2008

DIA

HORA | TEMPERATURA| CONTROLADA MEDIDA
POR CORRECTIVA

e
RlBlolo|~|jo|osw|n-

[EEN
N

[EEN
w
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14

15

16

17

18

19

ANEXO No. 12 - REGISTRO PARA EL CONTROL DE
TEMPERATURA DE ENVIO Y RECEPCION DE MUESTRAS

LABORATORIO

CONTROL DE TEMPERATURA PARA ENVIO Y RECEPCION DE MESTRAS

MES

JULIO

2008

DIA

HORA
DE
ENVIO

TEMPERATURA
°C

HORA DE
RECEPCION

TEMPERATURA
°C

CONTROLADA
POR

OO (N[O |WIN|F
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14
15
ANEXO No. 13 - REGISTRO PARA EL CONTROL DE
TEMPERATURA DE ALMACENAMIENTO DE LAS
MUESTRAS
LABORATORIO
CONTROL DE TEMPERATURA DE ALMACENAMIENTO DE MUESTRSA
MES JULIO 2008
DIA HORA TEMPERATURA CONTROLADA MEDIDA
POR CORRECTIVA
1
2
3
4
5
6
7
8
9
10
11
12
13
14
15
16
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ANEXO No. 14 - REGISTRO DE RESULTADOS DEL CULTIVO

Y DE LA gPCR
CULTIVO Estrepto latex B gPCR gPCR
FECHA |COD. | Catalasa | Hemdlisis | Gram Camp |Vaginal Rectal |Chlamydia Neisseria
13/08/2008 | CO01 | negativa alfa COCOos + | negativa | negativa | negativa | negativo negativo
13/08/2008 | C002 | negativa alfa COCOos + | negativa | negativa | negativa | negativo negativo
13/08/2008 | CO03 | negativa alfa cocos + | negativa | negativa | negativa | negativo negativo
13/08/2008 | CO04 | negativa alfa CoCOos + | negativa | negativa | negativa | negativo negativo
14/08/2008 | CO05 | negativa alfa cocos + | negativa | negativa | negativa | negativo negativo
14/08/2008 | C006 | negativa alfa cocos + | negativa | negativa | negativa | negativo negativo
14/08/2008 | CO07 | negativa alfa cocos + | negativa | negativa | negativa | negativo negativo
15/08/2008 | CO08 | negativa alfa cocos + | negativa | negativa | negativa | negativo negativo
18/08/2008 | CO09 | negativa alfa cocos + | negativa | negativa | negativa | POSITIVO negativo
21/08/2008 | C010 | negativa alfa cocos + | negativa | negativa | negativa | POSITIVO negativo
21/08/2008 | C011 | negativa alfa cocos + | negativa | negativa | negativa | negativo negativo
21/08/2008 | C012 | negativa alfa cocos + | negativa | negativa | negativa | negativo negativo
21/08/2008 | C013 | negativa alfa COCOos + | negativa | negativa | negativa | negativo negativo
25/08/2008 | C014 | negativa alfa cocos + | negativa | negativa | negativa | negativo negativo
25/08/2008 | C015 | negativa alfa cocos + | negativa | negativa | negativa | negativo negativo
26/08/2008 | C016 | negativa alfa cocos + | negativa | negativa | negativa | POSITIVO negativo
26/08/2008 | C017 | negativa beta cocos + | positiva | positivo | negativa | negativo negativo
26/08/2008 | C018 | negativa alfa cocos + | negativa | negativa | negativa | negativo negativo
27/08/2008 | C019 | negativa alfa cocos + | negativa | negativa | negativa | negativo negativo
27/08/2008 | C020 | negativa alfa cocos + | negativa | negativa | negativa | negativo negativo
27/08/2008 | C021 | negativa alfa cocos + | negativa | negativa | negativa | negativo negativo
27/08/2008 | C022 | negativa alfa cocos + | negativa | negativa | negativa | negativo negativo
27/08/2008 | C023 | negativa alfa COcCos + | negativa | negativa | negativa | negativo negativo
27/08/2008 | C024 | negativa alfa cocos + | negativa | negativa | negativa | negativo negativo
28/08/2008 | C025 | negativa beta cocos + | positiva | positivo | negativa | negativo negativo
28/08/2008 | C026 | negativa alfa CoCos + | negativa | negativa | negativa | negativo negativo
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28/08/2008 | C027 | negativa alfa cocos + | negativa | negativa | negativa | POSITIVO negativo
28/08/2008 | C028 | negativa alfa cocos + | negativa | negativa | negativa | negativo negativo
28/08/2008 | C029 | negativa alfa cocos + | negativa | negativa | negativa | negativo negativo
01/09/2008 | C030 | negativa alfa COCOos + | negativa | negativa | negativa | negativo negativo
03/09/2008 | C031 | negativa alfa cocos + | negativa | negativa | negativa | negativo negativo
04/09/2008 | C032 | negativa beta cocos + | positiva | positivo | positiva | negativo negativo
04/09/2008 | C033 | negativa alfa cocos + | negativa | negativa | negativa | negativo negativo
04/09/2008 | C034 | negativa alfa COCOs + | negativa | negativa | negativa | negativo negativo
04/09/2008 | C035 | negativa alfa cocos + | negativa | negativa | negativa | POSITIVO negativo
04/09/2008 | C036 | negativa beta cocos + | negativa | negativa | negativa | negativo negativo
09/09/2008 | C037 | negativa alfa cocos + | negativa | negativa | negativa | negativo negativo
09/09/2008 | C038 | negativa alfa cocos + | negativa | negativa | negativa | negativo negativo

ANEXO No. 15 - ACEPTACION DEL COMITE DE BIOETICA
DEL HOSPITAL “SAN VICENTE DE PAUL”

DIRECCION PROVINCIAL DE SALUD DE IMBABURA
“HOSPITAL SAN VICENTE DE PAUL”

Teléfonos: 2950533 / 2957272 Fax: 29672 Ap. 150
E-mail: hsvp@andinanet.net Ibarra-Ecuador
RSO

Ibarra, 10 de junio del 2008

SENOR DOCTOR:

JOSE ALBUJA CHAVEZ

SUBDIRECTOR MEDICO Del Hospital san Vicente de Paglla ciudad de Ibarra
Presente.-

Por medio del presente nos dirigimos a usted parieitarle muy comedidamente se
digne autorizar a través de la aprobaciéon y coma@nrito del Comité de Bioética del
Hospital, el desarrollo del Proyecto:

“Prevalencia deChlamydia trachomatis, Neisseria gonorrhoeae vy FSUGOCCUSL
agalactiae,en pacientes gestantes del area urbana de dcdedlbarra, afio 2008”
cargo de los doctores Lenis Ortiz G. y VladimirzBate. Para los fines consiguientes
adjuntamos una copia del mismo.

Por la atencion prestada le anticipamos nuestmaglagimientos:

Atentamente:
Dr. Vladimir Bazante Dra. Lenis Ortiz
Lider de Laboratorio Clinico Patologa Clinica
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ANEXO No. 16 - RESULTADO DE LABORATORIO

Pontificia Universidad Catolica del Ecuador

A IHATF Ty
B s

Av. 12 de Octubre y Roca
Telf: 2991727
Fax: 2991726

0. DISerLAB e-mail: diserlab@puce.edu.ec

'_-._Il ___,;.'\-' . P U c E Diagnéstico, Investigacién
I gy ST Servicios, Laboratorios

Quito, 09 de septiembre de 2008

Paciente: XXXXXXXXXXX

Fecha de toma de las muestras: 01/09/2008
Fecha de Entrega: 09/09/2008

N° de Muestra: C038

ANALISIS MICROBIOLOGICO: INVESTIGACION DE ESTREPTOC OCO GRUPO B

TEST RESULTADO VALOR DE REFERENCIA
Cultivo microbiolégico para
identificacion de NEGATIVO NEGATIVO

Estreptococo grupo B
(Strep. agalactiae)

ANALISIS MICROBIOLOGICO-MOLECULAR: INVESTIGACION DE Chlamydia

trachomatis
TEST RESULTADO VALOR DE REFERENCIA
Identificacion de
Chlamydia trachomatis por NEGATIVO NEGATIVO
gPCR (Reaccion en
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Cadena de la polimerasa
en tiempo real)

ANALISIS MICROBIOLOGICO-MOLECULAR: INVESTIGACION DE Neisseria

gonorrhoeae
TEST RESULTADO VALOR DE REFERENCIA
Identificacién de Neisseria
gonorrhoeae por (gPCR NEGATIVO NEGATIVO

(Reaccién en Cadena de
la polimerasa en tiempo
real)

ANEXO No. 17 - OPERACIONALIZACION DE VARIABLES

Dra. Lenis Ortiz G. CMP: 9070
Directora Técnica DISerLAB-PUCE

18. ANEXOS QUE RESPALDAN LA INVESTIGACION:

VARIABLE: DEFINICION TIPO DE INSTRUMEN- INDICADOR
VARIABLE TO
DE CONTROL
Mujeres Embarazo es el Cualitativa - Por fecha de Semanas de
embarazadas periodo . altima gestacion
. dicotémicas .
comprendido entre la menstruacion Latido fetal
fecundacion del (FUM) crecimiento’
ovulo hasta el Por ecografia uterino
momento del parto 9
INDEPENDIENTE
Embarazo - tercer Periodo de gestaciéon  Cualitativa - Por fecha de De 25 hasta 40
trimestre de comprendido entre la  categorica dltima semanas.
gestacion semana 25 hasta el menstruacion .
parto (FUM) Célculo de la
edad
Por ecografia gestacional
(diametro
biparietal)
DEPENDIENTES
Chlamydiasis Enfermedad de Cualitativa - Técnica de Presencia de
transmision sexual dicotémicas Reaccion en curva en el
producida por Cadena de la canal 640
Chlamydia Polimerasa en
trachomatis tiempo real
(gPCR)
Gonorrea Enfermedad de Cualitativa - Técnica de Presencia de
transmision sexual dicotémicas Reaccion en curva en el
producida por Cadena de la canal 640

Neisseria

Polimerasa en
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gonorrhoeae. tiempo real
(QPCR)
Colonizacion por Enfermedad Cualitativa - - Por cultivo - Prueba de
Streptococcus infecciosa producida dicotomicas microbiolégico CAMP
agalactiae por Streptococcus - Pruebas positiva.
agalactiaeco SGB serologicas - Aglutinacién
en latex
positiva

ANEXO No. 18 - CRONOGRAMA DE TRABAJO

. Responsable Tiempo CRONOGRAMA 2009
Actividad
Marzo Abril Mayo Junio Julio Agost Sept. Octub Nov
. B Investigadores Marzo a
Estandarizacion|y mavo
colaboradores y
(HSVP)
Enrolamiento, .
consentimiento | 'nvestigadores j,pig 4
ng@?ggg de colaboradores septiembre
: (HSVP)
muestras
Identificacién del Investigadored Junio a
SGB 9 | septiembre
) Investigadores
Procesamiento d
gPCR para CT } colaboradores| Junio a
NG (PUCE) Septiembre
Interpretacion de Junio a
la gPCR Investigadores Septiembre
Ingreso de datog Junio a
a la base Investigadores Septiembre
Andlisis de datogs Investigadoreg Octubre
Resultados y
conclusiones | Investigadoreg Octubre
Presentacion de
Tesis Investigadores Noviembre
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ANEXO 19: RECURSOS DE LA INVESTIGACION

19.1 RECURSOS HUMANOS:

 Toma de muestras: Dra. Lenis Ortiz y Dr. VladimazBnte; médicos
investigadores, con la colaboracion del persormaledfermeria del
hospital San Vicente de Paul. Susana Teran, Auoxdkaenfermeria del
Subcentro de Salud No 1 de la ciudad de Ibarra.

* Procesamiento de muestras vaginales y anales gpaetdrminacion de
SGB mediante cultivo microbiolégico: Dr. VladimiaBante.

* Procesamiento de muestras endocevicales para éanieacion de
Chlamydia trachomatiy Neisseria gonorrhoeaenediante reaccién en
cadena de la polimerasa en tiempo real: Persocr@ictéde DISerLAB-
PUCE: Dra. Lenis Ortiz, Ing. Cecilia Cruz y Pam€lairiboga.

* Andlisis estadistico: Dra. Bertha Estrella (Docedte la catedra de
Investigacion de la Maestria de Microbiologia dBWCE)

» Direccion de tesis: Dr. Oswaldo Rodriguez (Tutotases de grado)

19.2 RECURSOS FINANCIEROS:

Materiales de papeleria e insumos de oficina:

RECURSOS CANTIDAD COSTOS EN DOLARES
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Hojas de papel Bon 1000
Copias Xerox 300
(Consentimiento

informado)

Esferos 12
Lapices 12
Cuadernos 4
Mandiles 2
Guantes (Cajas) 4
Costo por transporte de 10

muestras

VALOR VALOR TOTAL
UNITARIO

3.75 x 500 7.50

0.05 15

0.25 3

0.20 2.40

1.50 6

15 30

4 16

3 30

RECURSOS MATERIALES Y FINANCIEROS PARA LA
IDENTIFICACION DE Streptococcus agalactiae

RECURSOS CANTIDAD COSTOS EN DOLARES
EQUIPOS VALOR VALOR
UNITARIO TOTAL
Incubadora 1 Disponible
Termdmetro 1 Disponible
MATERIALES:
Hisopos estériles 300 3x 100 9
Medios de transporte (Stuart) 300 0.80 240
Cepas ATCC d&taphylococcus 1 Disponible
aureus
Agar sangre de cordero 300 1.25 375
Placas 300 3 x50 18
Colorantes para tincion de GRAM 1 Disponible
Peréxido de hidrégeno 1(litro) 10 10
Pruebas de aglutinacion en latex 4 sets (50 pruebas c/u) 450 1800
para SGB
RECURSOS MATERIALES Y FINANCIEROS PARA LA

IDENTIFICACION DE Chlamydia trachomatis Y Neissesi gonorrhoeae
POR gPCR ROCHE (Toma y transporte de muestras)

RECURSOS CANTIDAD COSTOS EN DOLARES

MATERIALES: VALOR VALOR
UNITARIO TOTAL

Espéculos vaginales 300 0.41 123

Hisopos de Nylon 300 0.25 75

Vial y medio de transporte —300 Disponible

M4

Gasa estéril 3 paquetes (100 c/u) 0.05 15

Cooler (Transporte de 2 35 70

muestras)
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RECURSOS ] MATERIALES Y FINANCIEROS PARA LA
IDENTIFICACION DE Chlamydia trachomatis Y Neisseriggonorrhoeae
POR gPCR ROCHE (Extraccién de DNA)

RECURSOS CANTIDAD COSTOS EN DOLARES
REACTIVOS VALOR VALOR TOTAL
UNITARIO
Muestras a -20 °C (En Disponible
M4).
Desnaturalizante Disponible
MATERIALES: Disponible
Puntas de 100-1000 uL 2 fundas 30 60
Porta tubos Disponible
Papel toalla 10 1.25 12,50
EQUIPOS:
Céamara de flujo laminar 1 Disponible
Vértex 1 Disponible
Cronémetro 2 Disponibles
Micropipetas 6 Disponibles

RECURSOS MATERIALES Y FINANCIEROS PARA LA DETECCIONDE
Chlamydia trachomatis Y Neisseria gonorrhoeae PQRCR ROCHE

RECURSOS CANTIDAD COSTOS EN DOLARES

REACTIVOS: VALOR VALOR
UNITARIO TOTAL

Muestras almacenadas a —

20°C)

2 Kits para deteccién de NG Disponible

2 Kits para deteccion de CT Disponible

MATERIALES:

Puntas de 100 - 1000 uL 2 fundas 30 60

Puntas de 20 — 200 uL 2 fundas 30 60

Etiquetas y marcadores 1 10

Porta tubos Disponible

EQUIPOS

Cronémetro 2 Disponibles

Refrigeradora 1 Disponible

Congeladora 1 Disponible

Termociclador (LightCycler) 1 Disponible

Sistema automatizado de 1 Disponible

andlisis de datos
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ANEXO 20: FLUJOGRAMA DE TRABAJO

(-Cepillado endocervical )
sTransporte en M4RT a 42C
+Laboratorio HSVP a -202C /dia

+Transporte a Laboratorio de
Biologia Molecular (PUCE) /
semana - Procesamiento

Toma de Biologia

Molecular

Muestra vaginal

y rectal

slsopado de pared vaginal y rectal
+Transporte en medio Stuart
*HSVP - Procesamiento

(-Tubo tapalila (EDTA) )
+Tubo taparoja

+Transporte a 42C al laboratorio
PUCE

Wl Toma de muestra

sanguinea
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ANEXO 21: RESULTADOS DE LA CUANTIFICACION DE DNA

No. | CODIGO A 260 A280 A260/A280 |Concentracién
1/C001 0,0071 0,0032 2,21875 221,8
2| C002 0,0048 0,0031| 1,548387097 127,4
3| C003 0,0023 0,0018 | 1,277777778 53,5
4| C004 0,0067 0,005 1,34 161,7
5| C005 0,0024 0,0017 | 1,411764706 60,1
6 | C006 0,0246 0,0214 1,14953271 520,6
7 | C0O07 0,0147 0,0121| 1,214876033 327,5
8 | C008 0,0056 0,0043 | 1,302325581 132,2
9 | C009 0,0022 0,002 1,1 44,5
10 | CO10 0,0103 0,0071| 1,450704225 262,6
11| C011 0,0131 0,0116| 1,129310345 272,2
12| C012 0,0062 0,0059 | 1,050847458 119
13| C013 0,0077 0,0073| 1,054794521 148,5
14| C014 0,0107 0,0087 | 1,229885057 241
15| C015 0,0025 0,0012| 2,083333333 76,3
16 | C016 0,0166 0,0137| 1,211678832 369
17 | CO17 0,0037 0,0019| 1,947368421 109,9
18 | C018 0,0186 0,0143 | 1,300699301 438,7
19 | C019 0,0152 0,0129 | 1,178294574 329,3
20| C020 0,0256 0,0215| 1,190697674 560,1
21| C021 0,015 0,0136 | 1,102941176 304,1
22 | C022 0,0134 0,0124 | 1,080645161 265,6
23| C023 0,0118 0,0105| 1,123809524 244
24| C024 0,0134 0,0119| 1,12605042 277,6
25| C025 0,0126 0,0102| 1,235294118 284,8
26 | C026 0,0137 0,0114| 1,201754386 302,3
27 | C027 0,0148 0,0131| 1,129770992 307,7
28 | C030 0,0176 0,0131| 1,34351145 425,5
29 | C031 0,0041 0,0016 2,5625 134
30| C032 0,0238 0,0201| 1,184079602 518
31| C033 0,0458 0,0393 | 1,165394402 982
32| C034 0,0098 0,0066 | 1,484848485 253,6
33| C035 0,0154 0,0102 | 1,509803922 402,6
34| C036 0,0095 0,0051 | 1,862745098 277
35| C037 0,0142 0,0132| 1,075757576 280,06
36 | C038 0,0083 0,0079| 1,050632911 159,26
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37 | C039 0,0089 0,0049 | 1,816326531 256,6
38 | C040 0,0536 0,0519 | 1,032755299 1007,2
39 | C041 0,0112 0,007 1,6 302,9
40 | C042 0,0055 0,0039| 1,41025641 137,6
41| C043 0,0038 0,0032 1,1875 82,9
42 | C044 0,0042 0,0029 | 1,448275862 106,9
43 | C045 0,0036 0,002 1,8 103,3
44 | C046 0,0085 0,0061 | 1,393442623 210,9
45| C047 0,0153 0,0101| 1,514851485 400,8
46 | C048 0,0102 0,0062 1,64516129 280
47 | C049 0,0113 0,0092 1,22826087 254,2
48 | CO50 0,0067 0,0043 | 1,558139535 178,4
49| C051 0,0226 0,0159 | 1,421383648 568,5
50 | C052 0,0084 0,0044 | 1,909090909 247,6
51| C053 0,0128 0,0064 2 384,6
52 | C054 0,0088 0,0059 | 1,491525424 228,3
No. | CODIGO A 260 A280 A260/A280 Concentracion
53 | C055 0,0064 0,0032 2 192,3
54 | C056 0,0051 0,0039 1,307692308 120,8
55 | C057 0,0094 0,0048 1,958333333 280
56 | C058 0,0101 0,0071 1,422535211 2542
57 | C059 0,0092 0,0069 1,333333333 221,1
58 | C060 0,0116 0,0095 1,221052632 259,6
59 | C061 0,0118 0,0094 1,255319149 270,4
60 | C062 0,0121 0,0099 1,222222222 271
61| C063 0,0098 0,0049 2 294,4
62 | C064 0,0091 0,0069 1,31884058 216,9
63 | C065 0,0125 0,0105 1,19047619 273,4
64 | C066 0,0108 0,0091 1,186813187 235,5
65 | C067 0,0086 0,005 1,72 241,6
66 | C068 0,0076 0,0066 1,151515152 161
67 | C069 0,0092 0,0078 1,179487179 199,5
68 | C070 0,0083 0,0072 1,152777778 176
69 | C071 0,0194 0,0149 1,302013423 457,9
70| C0O72 0,0186 0,0148 1,256756757 426,7
71]C073 0,0164 0,0136 1,205882353 363
72| C074 0,0145 0,0109 1,330275229 347,9
73| C0O75 0,0154 0,0117 1,316239316 366,6
74| C076 0,0125 0,0096 1,302083333 295
75| C077 0,0301 0,0248 1,213709677 670,1
76 | C078 0,0141 0,0105 1,342857143 340,7
77 | CO79 0,0216 0,0163 1,325153374 516,8
78 | C080 0,0111 0,0091 1,21978022 248,2
79 | C081 0,0197 0,0105 1,876190476 576,3
80 | C082 0,0137 0,0103 1,330097087 328,7
81 | C083 0,0143 0,0102 1,401960784 356,3
82 | C084 0,0057 0,0045 1,266666667 131,6
83| C085 0,0078 0,0062 1,258064516 179
84 | C086 0,0102 0,0077 1,324675325 244
85| C087 0,0073 0,0058 1,25862069 167,6
86 | C088 0,0051 0,0044 1,159090909 108,7
87 | C089 0,0061 0,0049 1,244897959 138,8
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88 | C090 0,0074 0,0063 1,174603175 159,8
89 | C091 0,0074 0,0061 1,213114754 164,6
90 | C092 0,0033 0,0027 1,222222222 73,9
91 | C093 0,0037 0,0031 1,193548387 81,1
92 | C094 0,0187 0,0077 2,428571429 601,6
93 | C095 0,0163 0,014 1,164285714 349,1
94 | C096 0,0181 0,0149 1,214765101 403,2
95 | C097 0,0401 0,0329 1,218844985 896
96 | C098 0,0085 0,0071 1,197183099 186,9
97 | C099 0,0071 0,0059 1,203389831 156,8
98 | C100 0,0141 0,0121 1,165289256 302,3
99 | C101 0,0098 0,0058 1,689655172 272,8
100 | C102 0,0161 0,0138 1,166666667 345,5
101 | C103 0,0099 0,0071 1,394366197 245,8
102 | C104 0,0151 0,0131 1,152671756 320,3
103 | C105 0,0097 0,0052 1,865384615 283
No. | CODIGO | A 260 A280 A260/A280 Concentracion
104 | C106 0,0115 0,0091 1,263736264 265
105 | C107 0,0123 0,0109 1,128440367 255,4
106 | C108 0,0126 0,0104 1,211538462 280,06
107 | C109 0,0395 0,0285 1,385964912 976,6
108 | C110 0,0219 0,0201 1,089552239 438,12
109 | C111 0,0152 0,0141 1,078014184 300,5
110 | C112 0,0214 0,0188 1,138297872 448,3
111|C113 0,0142 0,0129 1,100775194 287,2
112 | C114 0,0089 0,0076 1,171052632 191,7
113 | C115 0,0116 0,0098 1,183673469 2524
114 | C116 0,0126 0,0098 1,285714286 2944
115 | C117 0,0138 0,0121 1,140495868 289,6
116 | C118 0,0057 0,0041 1,390243902 141,2
117 | C119 0,0081 0,0064 1,265625 186,9
118 | C120 0,0089 0,0072 1,236111111 201,3
119 | C121 0,0097 0,0071 1,366197183 237,4
120 | C122 0,0189 0,017 1,111764706 386,4
121 | C123 0,0099 0,0068 1,455882353 253
122 | C124 0,0149 0,0135 1,103703704 302,3
123 | C125 0,0177 0,0064 2,765625 590,8
124 | C126 0,0088 0,0067 1,313432836 209,1
125 | C127 0,0068 0,0051 1,333333333 163,4
126 | C128 0,0098 0,0079 1,240506329 222,3
127 | C129 0,0116 0,0087 1,333333333 278,8
128 | C130 0,0095 0,0074 1,283783784 221,7
129 | C131 0,0108 0,0091 1,186813187 235,5
130 | C132 0,0109 0,0084 1,297619048 256,6
131 | C133 0,0135 0,012 1,125 279,4
132 | C134 0,0065 0,0041 1,585365854 174,8
133 | C135 0,0115 0,0095 1,210526316 255,4
134 | C136 0,0089 0,0071 1,253521127 203,7
135 | C137 0,0171 0,0146 1,171232877 368,4
136 | C138 0,0114 0,0099 1,151515152 241,6
137 | C139 0,0095 0,0081 1,172839506 204,9
138 | C140 0,0094 0,0046 2,043478261 284,8
139 | C141 0,0157 0,0071 2,211267606 489,8
140 | C142 0,0045 0,0029 1,551724138 119,5
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141 | C143 0,0035 0,0022 1,590909091 94,35
142 | C144 0,0102 0,0081 1,259259259 2343
143 | C145 0,0074 0,0051 1,450980392 188,7
144 | C146 0,0121 0,0098 1,234693878 273,4
145 | C147 0,0105 0,0089 1,179775281 227,7
146 | C148 0,0077 0,0059 1,305084746 182,1
147 | C149 0,0142 0,0121 1,173553719 306,5
148 | HOO1 0,0157 0,0071 2,211267606 489,8
149 | HO02 0,0092 0,0079 1,164556962 197,1
150 | HO03 0,0149 0,0115 1,295652174 350
151 | HO04 0,0056 0,0042 1,333333333 134,62
152 | HO0S 0,0113 0,0091 1,241758242 256,6

Promedio 1,368987097 284,4899342

Des. estandar 0,314070578 164,0841032

Minimo 1,032755299 44,5

Maximo 2,765625 1007,2

ANEXO 22: LISTA DE FIGURAS

FIGURA No. 1 — Subcultivo de Streptococcus agalactiaen agar

sangre de cordero.
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FIGURA No. 2 — Prueba de aglutinacion en latex paraonfirmacion
de Streptococcus agalactiae.
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del area urbana de la ciudad de Ibarra, afio 2008.

FIGURA No. 3 — Electroforesis de la amplificacion d DNA de§p -
Globina (PCR convencional)
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FIGURA No. 4 — Curva de amplificacion de DNA deNeisseria
gonorrhoeae(PCR en tiempo real)
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FIGURA No. 5 — Curva de amplificacion de DNA deChlamydia
trachomatis(PCR en tiempo real)
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