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RESUMEN

Antecedentes:

Las ITS son un problema de salud publica que afectan diariamente a mas de un millén
de personas mundialmente. Los agentes etiologicos mas comunes son:
C.trachomatis, N.gonorrhoea, T.pallidum 'y T.vaginallis. Ademas, existen
micoorganismos prevalentes como U.urealyticum que colonizan el tracto urogenital.
En nuestro medio no existen estudios sobre la prevalencia de ITS en mujeres
asintomaticas, especificamente para C.trachomatis, N.gonorrheae y U. Urelyticum,
que pueden coexistir.

Objetivo:

Identificar la presencia de C.trachomatis, N.gonorrhoeae y U.urealyticum mediante
HG en mujeres asintomaticas que acuden para citologia cervical preventiva a la
Fundacién Pablo Jaramillo de la Ciudad de Cuenca.

Métodos:

Estudio descriptivo, transversal en el que se reclutaron 100 participantes que
cumplieron los criterios y aceptaron participar. Se recolectaron datos
sociodemograficos y de riesgo mediante un formulario. Un médico procedié a tomar
la muestra de cepillado cervical. Un total de 76 muestras fueron procesadas utilizando
el Kit STD3 (Hybribio) que permitié detectar simultaneamente la presencia del genoma
de los agentes de interés. Utilizamos métodos de amplificacién del genoma bacteriano
por PCR seguido de GH.

Resultados:

La prevalencia para U.Urelyticum, C.trachomatis, y N.gonorrheae en asintomaticas
fue 56.58%, 3.95% y 0%, respectivamente. La coinfeccién por C.trachomatis y
U.urealyticum fue 2.63%. La prevalencia total de ITS fue del 57.89%. La residencia en
zona rural se mostré como factor protector para ITS (p=0.045); OR=0.28 (95% CI1 0.08-
0.97). El nivel socio econdmico bajo representé un factor de riesgo para ITS (p=0.035)
OR=4.46 (95% CI1 1.11-17.91).

Conclusiones:
La prevalencia de ITS en asintomaticas fue del 57.89%.

Palabras clave: Infecciones de transmision sexual (ITS), hibridaciéon genémica, (HG),
reaccion en cadena de la polimerasa (PCR) Ureaplasma urealyticum (U.urealyicum),
Chlamydia trachomatis (C.trachomatis), Neisseria gonorrhoeae (N.gonorrhoeae).



ABSTRACT

Background:

STlis are a major public health problem that affect more than 1 million people
worldwide every day. The most common etiological agents are: C.trachomatis,
N.gonorrhoea, T.pallidum, and T.vaginallis. In addition, there are highly prevalent
microorganisms such as U.urealyticum that colonize the urogenital tract. In our
region, there are no studies that show the prevalence of STls in asymptomatic
women, specifically for C.trachomatis, N.gonomrheae and U.urelyticum, which can
coexist.

Objective:

To identify the presence of C.trachomatis, N.gonomhoeae and U.urealiticum by
GH in asymptomatic women who attend to The Pablo Jaramillo Foundation from
the City of Cuenca for preventive cervical cytology.

Methods:

Descriptive, cross-sectional study in which a 100 participants who met the
inclusion criteria and agreed to participate were included. Sociodemographic data
and risk factors were collected using a questionnaire. A physician proceeded to
take the cervical brushing sample. A total of 76 samples were processed using
the STDa Kit (Hybribio), which allowed to simultaneously detect the presence of
C. trachomatis, N. gonorrheae and U. Urelyticum genome. We used PCR to
amplify the bacterial genome followed by GH.

Results:

The prevalence of U.Urelyticum, C. trachomatis, and N.gonorrheae in
asymptomatic women was 56.58%, 3.95%, and 0%, respectively. We found
coinfection of C.trachomatis and U.Urelyticum in 2 of 76 (2.63%). We also found
C. trachomatis or U.Urelyticum in a 57.89%. Residence in rural areas was a
protective factor for STls (p=0.045); OR = 0.28 (95% CI 0.08-0.97). The low
socio-economic level was a risk factor (p=0.035) OR = 4.46 (95% CI 1.11-17.91).

Conclusions:
The prevalence of STls in asymptomatic women was 57.89%.

Key words: Sexually transmitted infections (STls), genomic hybridization (GH),
Ureaplasma urealyticum (U.urealyicum), Chlamydia trachomatis
(C.trachomatis), Neisseria gonorrhoeae (N.gonorrhoeae)
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INTRODUCCION:

Conocemos a las infecciones de transmision sexual (ITS) como aquellas
enfermedades transmitidas predominantemente por contacto sexual, ya sea oral,
vaginal o anal; aunque, algunas también pueden ser trasmitidas por otras vias como
hematdégenas o de manera vertical (de madre a hijo durante el parto) (1). Las ITS son
un importante problema de salud publica, tanto en paises desarrollados como en
paises en vias de desarrollo.

Actualmente, la Organizacion Mundial de la Salud (OMS) estima que diariamente mas
de 1 millon de personas contraen una ITS a nivel mundial (2). Anualmente, unos 357
millones de personas contraen alguna de las cuatro ITS siguientes: clamidiasis (131
millones), gonorrea (78 millones), sifilis (5,6 millones) o tricomoniasis (143 millones)
(3). Ademas, aproximadamente el 70% de mujeres y hombres sexualmente activos
presentan infeccion por Ureaplasma urealyticum causando infeccion no gonorreica del

tracto urinario (4).

Microbiologia:

C.trachomatis es una bacteria gramnegativa. El ciclo vital esta compuesto por
una forma infecciosa inactiva metabdlicamente (cuerpos elementales) y otra forma no
infecciosa activa metabdlicamente (cuerpos reticulados). Las células sensibles
incluyen las del epitelio cilindrico no ciliado, cuboidal y de transicion encontradas en
las membranas mucosas de la uretra, endocérvix, endometrio, trompas de Falopio,

ano y recto, el aparato respiratorio y la conjuntiva (5).

N.gonorrgoeae es un coco gramnegativo aerobio e inmovil con tendencia a
agruparse en parejas (diplococos). La infeccion por N.gonorrhoeae abarca cuatro
etapas especificas: apego local (posee fimbrias que le permiten adherirse a las células
epiteliales), invasion, diseminacion y evasion de la inmunidad del huésped. Puede
crecer y multiplicarse en las mucosas incluyendo cérvix, utero, y trompas de Falopio

en las mujeres y en la uretra masculina (5).

U.urealyticum esta considerado dentro de los organismos con vida libre mas
pequefios, no es posible visualizarlo mediante tincion de Gram (6). Permanece

adherido a las células epiteliales del tracto respiratorio o urogenital y puede



diseminarse a otros sitios para causar infeccion en lugares con disrupcién de la

mucosa (7).

Epidemiologia:

Hasta el 80% de infecciones del aparato genital femenino son asintomaticas o
presentan sintomatologia leve (5). Esto impide un diagndstico oportuno y genera un
reservorio de infecciones, en gran parte silenciosas, que ocasionan la transmision
sostenida dentro de la comunidad y el desarrollo de futuras complicaciones
(infecciones del tracto urinario superior, infertilidad, enfermedad inflamatoria pélvica,

complicaciones del embarazo, sobreinfecciones, entre otras) (8).

En nuestro medio no existen estudios que evidencien la prevalencia de ITS en
mujeres asintomaticas, especificamente para C.trachomatis, N.gonorrheae y U.
urealyticum, las cuales generalmente coexisten. Esto es debido a que la mayoria de
pruebas diagnosticas utilizadas en nuestro medio tienen un costo demasiado elevado

y solo se reservan para aquellas mujeres con una clinica altamente sugerente.

Diagnéstico:

En la actualidad en nuestro medio se utilizan diferentes pruebas para el
diagndstico de las ITS previamente mencionadas, dentro de las principales estan los
medios de cultivo especificos, microscopia con tincion de Gram (N.gonorrhoeae),
serologia, pruebas rapidas, deteccion de antigeno, métodos de sondeo genético

(hibridacion) y pruebas moleculares de acidos nucleicos (NAAT).

Gracias a las pruebas de amplificacion de acidos nucleicos ha mejorado el
diagnodstico debido a la alta sensibilidad y especificidad que ofrecen estas pruebas.
Consisten en la identificacion del genoma bacteriano mediante amplificacién de
secuencias ADN o ARN del patdégeno, utilizando: reaccidén en cadena de la polimerasa
(PCR), amplificacion mediada por transcripcion (TMA) o amplificacion de

desplazamiento de cadena (SDA) (7).



La técnica de PCR tiene una sensibilidad y especificidad aproximada de 86 y
99.6%, respectivamente, en muestras cervicales para C.trachomatis (9). Esta consiste
en la amplificacion de genes diana del microorganismo concreto utilizando una

polimerasa y reacciones termosensibles en multiples ciclos (10).

Por otro lado, la hibridacion gendmica consiste en la unién de una sonda
(fragmentos de ADN marcados para identificacién del gen diana) con la secuencia
complementaria del genoma de interés (10). Es asi que la tecnologia de hibridacion
gendémica (Hybribio STD3), que fue utilizada en nuestro estudio, permitié6 detectar
simultdneamente 3 tipos de bacterias (Chlamydia trachomatis, Neisseria gonorrhoeae
y Ureaplasma urealyticum) en un solo ensayo, utilizando métodos de amplificacion del
genoma bacteriano seguido de hibridacién en una membrana de nitrocelulosa (que
contiene el ADN gendmico que nos interesa identificar). Esta una prueba rapida,

efectiva, econdmica que ademas permite el diagnodstico de coinfecciones.

El objetivo de este estudio fue conocer la prevalencia de infecciones de
transmision sexual en mujeres asintomaticas que acudieron para citologia de control,
mediante un proyecto piloto de tamizaje que utilizdé una técnica molecular altamente
sensible, especifica y menos costosa que las pruebas disponibles en nuestro medio.
La importancia de este estudio radicé en la posibilidad de identificar a las mujeres con
infecciones asintomaticas antes de que desarrollen complicaciones graves que
podrian afectar su vida reproductiva. De este modo, este proyecto permitié realizar un
diagnostico, tratamiento y asesoramiento sobre el tratamiento a las parejas sexuales
de las mujeres que dieron positividad en las pruebas con la intencion de prevenir la

transmision y reinfecciones.



MATERIALES Y METODOS:

Reclutamiento de las pacientes:

Se realizé un estudio descriptivo, observacional transversal de asociacion que
incluyd el uso de muestras bioldgicas. La muestra incluydé mujeres asintomaticas que
acudieron a La Fundacién Pablo Jaramillo para realizarse una citologia de control. Al
tratarse de un proyecto piloto de tamizaje, utilizamos una muestra a conveniencia que
incluyé 100 pacientes que cumplieron con los criterios de inclusion y aceptaron su
participacion mediante la firma de un consentimiento informado. El proyecto conté con
la aprobacion del comité de Bioética de la Universidad San Francisco de Quito (codigo
de aprobacion: P2019-175E) y la aprobacion de la Direccion de Inteligencia en Salud
del Ministerio de Salud Publica (MSP) (cédigo de aprobacion: MSPCURI000352-1) Se
incluyeron mujeres en edad fértil de 18 a 45 anos, sexualmente activas, asintomaticas
para ITS (Chlamydia, Gonorrea y Ureaplasma), que no utilizaran un método
anticonceptivo de forma regular. No se incluyeron los casos de mujeres con
diagndstico establecido de las ITS mencionadas, mujeres embarazadas, en
tratamiento actual para infecciones vaginales y/o antibiéticos o con alguna

contraindicacion para la realizacién de citologia cervical (Anexo 1).

Las participantes llenaron un formulario de recoleccion de datos con el fin de
definir sus caracteristicas sociodemograficas e identificar posibles factores de riesgo

asociados con las ITS (Anexo 2).

Las variables independientes estudiadas fueron:

1) Datos Sociodemograficos: edad en anos (fecha de nacimiento), estado civil,
autopercepciéon étnica y socio econdmica, procedencia (urbana o rural) y
profesidon /ocupacion.

2) Factores de riesgo: edad de inicio de relaciones sexuales, dificultad para
conseguir un embarazo, historial de aborto, numero de parejas sexuales,
escolaridad, tratamiento previo para infecciones vaginales y uso de DIU

(dispositivo intrauterino).



Recoleccion de las muestras:

Las muestras cervicales fueron tomadas por un especialista en ginecologia
utilizando un cepillo cervical disefado para este fin (Anexo 1). Las muestras fueron
preservadas en un medio de conservacion a 8°C para asegurar su calidad. Cada
muestra fue identificada con un cddigo numérico para garantizar la confidencialidad

de las participantes.

Procesamiento de las muestras:

En términos generales, la técnica consintié en la purificacion de material genético
(ADN) de las muestras, seguido de una amplificacion utilizando una PCR multiplex.
Posterior a la amplificacion se realizé una hibridacion genémica en una membrana de
nitrocelulosa (GenoArray) que contenia sondas del genoma bacteriano de los agentes
patdgenos de interés. La interpretacion de los resultados se efectud por observacion
directa (Anexo 3). Cada muestra tuvo un control interno de hibridacién que asegurdé la
fiabilidad de los resultados. Una vez validados los resultados se eliminaron las
muestras siguiendo los protocolos de eliminacion de muestras biologicas establecidos
por el MSP del Ecuador.

Analisis de los datos:

Los datos recolectados se ingresaron en una base de datos de Microsoft-Excel,
donde se calcularon las frecuencias y porcentajes de los datos de las diferentes
variables del estudio. Una vez obtenidos los resultados, se utilizd estadistica
descriptiva con el fin de definir y describir a la poblacion de estudio y obtener datos de

frecuencias y medidas de tendencia central para las variables cuantitativas.

Los datos fueron analizados en el software informatico STATA® (Version 14).
Los datos de las variables continuas permitieron los calculos de la media + desviacion
estandar, mientras que para los datos categoricos se calcularon porcentajes. Ademas,
se analizaron las variables continuas utilizando la prueba t de Student y prueba no
paramétrica de Wilcoxon rank-sum, mientras que las variables categéricas fueron
analizadas mediante la prueba de Chi-cuadrado (x2) o la prueba exacta de Fisher
segun fue apropiado. El analisis multivariado fue realizado mediante un modelo de
regresion logistica para modelos bivariados y ajustados segun fue pertinente para

estimar los factores de riesgo asociados con las ITS en estudio. Ademas, se



calcularon la razén de probabilidades (OR) y los intervalos de confianza del 95% (IC).

En todas las pruebas un valor de p <0,05 indicé significacion estadistica.

RESULTADOS:

Se reclutaron 100 pacientes asintomaticas que acudieron para citologia
preventiva a La Fundacion Pablo Jaramillo Crespo en el ano 2020 que cumplieron con
los criterios de inclusion. En todos los casos se obtuvo una cantidad satisfactoria de
ADN. Todas las muestras fueron amplificadas por PCR multiplex. Sin embargo, la fase
de hibridacion resulté satisfactoria para 76 muestras, por lo que el analisis

corresponde a una n=76.

Con este numero de muestras (n=76) se evidencioé que mas de la mitad de las
pacientes presento por lo menos un microorganismo de trasmisién sexual; siendo la
mas prevalente la infeccion unica por U.urelyticum (56.58%). En la Tabla 1 mostramos

la prevalencia de las ITS en estudio.

Tabla 1. Prevalencia de Infecciones de Trasmision Sexual
(C.trachomatis, N.gonorrheae y U.urealyticum) en la
Fundacién Pablo Jaramillo Crespo en la Ciudad de Cuenca,
Ecuador. 2020 (N=76)

ITST N* | PORCENTAJE (%)
N. gonorrhoeae Positivo 0 0
Negativo 76 100
C.trachomatis Positivo 3 3.95
Negativo 73 96.05
U.urealyticum Positivo 43 56.58
Negativo 33 43.42
Chlamydia y U. Positivo 2 2.63
urealyticum
Negativo 74 97.36
Chlamydia o U. Positivo 44 57.89
urealyticum | "Negativo | 32 42.10

TInfeccidon de trasmision sexual. 1 Tamafo de la muestra
Fuente: Base de datos. Elaborado: Los autores



La media para la edad de las mujeres estudiadas fue de 31.87+6.25 afos. No

encontramos asociacion estadisticamente significativa entre edad y presencia o

ausencia de las ITS estudiadas (p=0.434).

Los factores sociodemograficos y de riesgo fueron asociados con la prevalencia

de ITS, en las Tablas 2 y 3, respectivamente.

Tabla 2. Asociaciéon de variables sociodemograficas con resultados positivos o negativos para cualquier
ITS: C. trachomatis, N. gonorrheae y U. urealyticum

TIPO DE VARIABLE TOTAL POSITIVO NEGATIVO VALOR
VARIABLE N*| MEDIAZDE: | N | MEDIA*DE | N | MEDIAZDE P
Edad (afios) 76 | 3187625 |44 | 31.39t6.13 |32 | 32.5316.45 | 0.434°
VARIABLE N | PORCENTAJE | N | PORCENTAJE | N | PORCENTAJE VA:;OR
. Urbano | 53 69.74 34 77.27 19 59.38 -
Residencia Rural | 23 30.26 10 22.73 13 40.63 0.094
? Nivel Medio | 54 71.05 29 65.91 25 7813 0.246"
o socioeconémico Bajo 22 28.95 15 34.09 7 21.88 ’
L Primaria | 16 21.05 7 15.91 9 2813
2 Secundaria | 27 3553 16 36.36 11 34.38
S Superior | 30 39.47 20 4545 10 31.25
u Educacién Cuarto | 4 3.95 1 2.27 2 6.25 0.393
o nivel
g Union libre | 7 9.21 4 9.09 3 9.38
* Casada | 37 48.68 18 40.91 19 59.38
Divorciada | 8 10.53 4 9.09 4 12.50
Estado Con pareja | 32 42.11 22 50 10 31.25 0.102+
conyugal Sin pareja | 44 57.89 22 50 22 68.75
. Mestiza | 73 96.05 42 95.45 31 96.88
Etnia Blanca | 3 3.95 2 455 1 313 0.6191

¥ Tamano de la muestra
3 Desviacion estandar

* Valor p: calculado a partir de prueba paramétrica T de student.

1 Valor p: Calculado a partir de prueba no paramétrica Chi-cuadrado de Pearson.
1 Valor p: Calculado a partir de prueba no paramétrica Exacta de Fisher.

Fuente: Base de datos. Elaborado: Los autores.

La prevalencia de ITS en las pacientes estudiadas fue del 57.89%. Hubo una

tendencia a que esta prevalencia sea mayor en las pacientes pertenecientes a la zona

urbana en comparacion con la zona rural (77.27% vs. 22.73%), aunque estas

diferencias no fueron estadisticamente significativas (p=0.094). Por otro lado, el nivel

de instruccion, el hecho de tener pareja y la autoidentificacién étnica no tuvieron
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diferencias estadisticamente significativas (p>0.05) entre los casos positivos

comparados con los negativos (Tabla 2).

Tabla 3. Asociacion de variables de riesgo con resultados positivos o negativos
para cualquier ITS: C.trachomatis, N.gonorrheae y U.urealyticum

TOTAL POSITIVO NEGATIVO
VARIABLES N* | MEDIAZDE: | N | MEDIA£DE | N | MEDIAXDE | VALOR
P
Compaiieros sexuales 76 | 2.47+2.06 | 44 | 2.75+2.39 | 32 | 2.09+1.44 0.143»
Inicio de vida sexual 76 | 17.95+3.35 | 44 | 17.84+3.08 | 32 | 18.09+3.73 | 0.541»
Dificultad No ha tenido | 59 77.63 34 77.27 25 78.13 0.955%
8 para dificultad
8 embarazarse No ha 8 10.53 5 11.36 3 9.38
Y buscado
g embarazarse
a Si 9 11.84 5 11.36 4 12.50
14
E No 59 78.67 31 72.09 28 87.50
2 Historial de Si 17 22.37 13 70.45 4 12.50 0.099%
w
abortos No 59 77.63 31 2955 | 28| 87.52
Tratada por Si 58 76.32 34 77.27 24 75 0.818%1
infeccion
vaginal No 18 23.68 10 22.73 25
T de cobre o Si 18 23.68 12 27.27 18.75 0.388t
Diu No 58 | 7632 |32| 7273 |26| 81.25

¥ Tamano de la muestra
3 Desviacion estandar

» Valor p: Calculado a partir de prueba no paramétrica Wilcoxon Rank-sum

3 Desviacion estandar

tValor p: Calculado a partir de prueba no paramétrica Exacta de Fisher.
tValor p: Calculado a partir de prueba no paramétrica Chi-cuadrado de Pearson

Fuente: Base de datos. Elaborado: Los autores.

Aunque la asociacidon no mostro significancia estadistica, las participantes con

historial de aborto tuvieron una mayor prevalencia para ITS en comparacion con las

participantes sin historial de aborto (70.45% vs. 29.55%), aunque el valor de p es

cercano a 0.05. Las demas variables de riesgo no demostraron asociaciones

significativas (Tabla 3).
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Finalmente, la regresién logistica multivariante con modelos bivariados mostro
asociacion estadisticamente significativa entre la variable dependiente y la variable

independiente: estado civil casada (Tabla 4).

Tabla 4. Analisis de regresion logistica multivariante: Modelos bivariados y ajustados de
caracteristicas sociodemograficas y de riesgo con presencia de Infeccidon de Trasmision
Sexual en la Fundacion Pablo Jaramillo, 2020. Variable directa: al menos 1 (N=76)

Modelos Bivariados Modelos ajustados

Variables OR | SE' Intervalo de Valor | OR™ | SET Intervalo de Valor

confianza P confianza P

Limite Limite Limite Limite
inferior | superior inferior | superior
Edad 0.97 | 0.04 0.90 1.05 0.429 | 0.97 | 0.05 0.88 10.07 0.546
Compainieros sexuales 1.22 | 0.18 0.91 164 0.186 | 1.11 | 0.21 0.76 1.60 0.597
Inicio de vida sexual 0.98 | 0.07 0.85 1.12 0.744 | 0.99 | 0.08 0.85 1.16 0.890
Historial de abortos 2.94 | 1.84 0.86 10.06 0.087 | 3.05 | 2.20 0.74 12.55 0.122
Residencia Rural 0.42 | 0.22 0.16 1.17 0.097 | 0.28 | 0.18 0.08 0.97 0.045
Nivel Bajo 1.85 | 0.98 0.65 5.25 0.249 | 4.46 | 3.16 1.1 17.91 0.035
socioecondémico

Educacion Secundaria | 1.87 | 1.19 0.54 6.53 0.327 - - - - -

Superior | 2.57 | 1.63 0.74 8.94 0.137 - - - - -

Cuarto 0.64 | 0.85 0.05 8.62 0.739 - - - - -

nivel

Estado civil Unioén libre | 0.44 | 0.40 0.08 2.58 0.366 | 1.11 | 1.17 0.14 8.71 0.921
Casada 0.32 | 0.18 0.10 0.97 0.045 | 0.53 | 0.40 0.12 2.36 0.404
Divorciada | 0.33 | 0.28 0.06 1.76 0.196 | 0.35 | 0.36 0.05 2.57 0.302

Etnia Blanco 1.48 | 1.84 0.13 17.02 0.755 - - - - -

Dificultad para No ha 1.23 | 0.95 0.27 5.61 0.793 - - - - -

embarazarse buscado
Si 0.92 | 0.66 0.22 3.77 0.907 - - - - -
Infeccion Si 1.13 | 0.62 0.39 3.29 0.818 - - - - -
vaginal
T de cobre/Diu Si 1.63 | 0.92 0.54 4.92 0.391 - - - - -

1SE: Error estandar.
*OR: Odds-ratio.

Fuente: Base de datos. Elaborado: Los autores.

La regresion logistica multivariable ajustada por edad de las participantes, edad
de inicio de vida sexual, numero de compafneros sexuales, historial de abortos,
residencia, nivel socioecondmico y estado civil mostré que la residencia en zonal rural
es un factor protector para ITS mientras que el nivel socio econdémico bajo resultd ser

un factor de riesgo.

Como se menciond anteriormente, en el modelo bivariado la variable “casados”
fue estadisticamente significativa. Sin embargo, en el modelo ajustado no se obtuvo

una asociacion significativa (p=0.404).
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DISCUSION:

En la actualidad existen diversos métodos diagnosticos para ITS. A pesar de
esto, en nuestro medio la mayoria de los métodos son costosos y no estan disponibles
en todos los servicios de salud, por lo que las pacientes no reciben un diagndstico
oportuno y no es posible establecer una prevalencia real. Ademas, diversos estudios
reportan prevalencias variables de infeccién por C.trachomatis, N.Gonorrhoeae y
U.urealyticum debido a la falta de estandarizacion de los métodos de diagndstico de
estas enfermedades. Por esta razén, uno de los objetivos de nuestro estudio fue la
implementacion de una técnica de PCR multiplex seguida de hibridacion gendmica
altamente sensible y especifica. Con este método encontramos una prevalencia para
cualquier ITS incluida en el Kit STD; de Hybrirbio del 57.89% en pacientes
asintomaticas que acudieron para citologia de control a la Fundacion Pablo Jaramillo
en el afno 2020. Esto demuestra que mas de la mitad de las participantes presentaron
infeccion asintomatica de al menos un microorganismo. El agente mas prevalente fue
U.urealyticum (56.58%), seguido de C.trachomatis (3.95%) y no se identificé caso
alguno de infeccion por N.gonorrheae. Cabe recalcar que solo el 2.63% de las
participantes presentaron coinfeccion por C.trachomatis y U. urealyticum. Nuestros
datos concuerdan con estudios que muestran una elevada prevalencia de hasta el

70% de U.urealyticum para infeccién no gonorreica del tracto genitourinario (4).

La carencia de identificacion de N.gonorrheae concuerda con los resultados de
un estudio chileno que determina la prevalencia de ITS por C.trachomatis, sin
encontrar ningun caso de N.gonorrhoeae (11). Segun la organizacidon panamericana
de la salud (OPS) existe coinfeccion entre C.trachomatis y N.gonorrheae en un 10-
40% de la poblacién mundial (12). La falta de coinfecciones por N.gonorrheae y
C.trachomatis en nuestro estudio puede relacionarse con el limitado tamafo de la

muestra.

Otro estudio realizado a mujeres que acudieron a una clinica de ITS en Estonia
mostré que es mas frecuente la coinfeccion de C.trachomatis con U.urealyticum. Los
autores concluyeron que si una paciente tiene C.trachomatis tiene 2.6 veces mayor
riesgo de presentar coinfeccion para U.urealyticum (OR=2.6; p=0.02). Esta asociacién

es relacionable con nuestro estudio ya que de las 3 mujeres asintomaticas positivas
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para C.trachomatis, 2 presentaron coinfeccion (13). Sin embargo, el estudio en
cuestion incluyéd en su mayoria a mujeres sintomaticas, lo que representa una

diferencia importante con el enfoque del presente estudio.

Las asociaciones estadisticamente significativas entre la variable dependiente
(presencia de cualquier ITS) e independientes en nuestro estudio fueron procedencia
rural y nivel socioecondmico bajo. No obstante, existieron otras variables
independientes con tendencia a la significancia estadistica tales como historial de

abortos y estado civil que seran discutidas en este apartado.

Respecto a la asociacion entre la variable presencia de infeccion de transmisién
sexual y variable procedencia rural, encontramos asociacion significativa en el analisis
multivariado. La procedencia rural esta asociada con menor prevalencia de cualquier
infeccion de trasmisidn sexual valorada en esta investigacion (C.trachomatis,
N.gonorrheae y U.urealyticum). En contraste, las pacientes urbanas tienen mayor
prevalencia de C.trachomatis, y/o U.urealyticum. Esta asociacion es también
reconocida por un comité de expertos de la OMS quienes sugieren que dicha
correlacion podria deberse a la organizacion de las sociedades urbanas
industrializadas lo que conlleva a un estilo de vida que contribuye a una elevada
prevalencia de infecciones de transmision sexual. Aquello podria ser producto de las
largas horas de trabajo y la movilidad geografica y social que fomentan las relaciones
sexuales casuales; al igual que, otros factores sociales, culturales, econémicos y
educativos (14,15).

En nuestro medio no existen estudios que muestren la prevalencia de ITS en
el area urbana vs. el area rural. Sin embargo, dentro de nuestra region la idiosincrasia
de mujeres en areas urbanas podria llevarlas a tener mayores factores de riesgo (p.e;j.
mayor numero de parejas sexuales) para contraer mas ITS que sus contrapartes del

area rural, lo que fundamentaria nuestros hallazgos.

En estudios realizados en Florida y Uganda los resultados contrastan con los
nuestros en donde los autores observaron una mayor prevalencia de ITS en mujeres
rurales que en urbanas. Aunque las diferencias en estos estudios no fueron

estadisticamente significativas, los autores argumentan que la mayor prevalencia es
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debida a que en las campesinas existe mayor tendencia a practicas de sexo no seguro

y a las condiciones socioculturales propias de cada pais. (16,17).

Al realizar el analisis sobre los aspectos sociodemograficos mediante el analisis
bivariado, no se encontrd asociacion significativa entre el nivel socioeconémico y la
presencia de ITS. Sin embargo, en el analisis multivariado ajustado para la edad de
las participantes, edad de inicio de vida sexual, numero de comparieros sexuales,
historial de abortos, residencia, nivel socioeconémico y estado civil (Tabla 4),
encontramos una asociacion estadisticamente significativa (p=0.035), lo que sugiere
que el nivel socioeconémico bajo es un factor de riesgo importante para contraer una
ITS. Esto podria explicarse por pobre acceso a centros de salud y métodos
anticonceptivos de barrera. Los hallazgos difieren con un estudio realizado en 940
mujeres pertenecientes a la Universidad autonoma de México donde obtuvieron
resultados que apuntan que aquellas con un menor nivel socioecondémico tuvieron un
comportamiento sexual de menor riesgo (18). No obstante, otro estudio realizado por
el comité de expertos de la OMS en enfermedades venéreas y treponematosis afirma
que la prevalencia de ITS es mayor en poblaciones de nivel socioecondmico bajo. Lo
cual es explicado por el hecho de una limitacién de acceso a servicios de salud,

pruebas diagnosticas, medicamentos e informacién sobre ITS (14).

Por otro lado, es importante mencionar que muchas de las ITS suelen cursar
asintomaticas hasta que presentan complicaciones, entre ellas el aborto. Dentro de
las infecciones bacterianas del tracto urogenital, C.trachomatis, U.urealyticum vy
Mycoplasma hominis (no incluido en este estudio) han sido asociados
especificamente con abortos a repeticion (19). En nuestro estudio piloto evidenciamos
que la variable historial de aborto presenté una tendencia a la significancia estadistica
asociada a la presencia de ITS (p=0.087); OR=2.94 (95% CI 0.86-10.06). Al igual que
con el resto de las variables que en nuestro estudio presentan tendencia a la
significancia estadistica, sugerimos que al ampliar el tamano de la muestra los

resultados podrian volverse significativos.

Aunque es controversial la asociacion entre infeccion por U.urealyticum y

aborto espontaneo, existen articulos que encontraron asociacién significativa entre



15

estos. En un estudio de casos y controles irani encontraron que la presencia de

infeccion por U.urealyticum esta asociada con abortos espontaneos (p<0.05) (20).

Conocemos que las infecciones por C.trachomatis suelen cursar asintomaticas
hasta en el 75% de mujeres (21). Existen varias investigaciones que describen la
asociacion entre infeccion por C.trachomatis e historial de abortos. Un estudio
realizado en Aguascalientes, México que busco establecer una asociacion entre
aborto temprano e infeccién por C.trachomatis encontré que el 34.2% de mujeres con
diagndstico de aborto temprano tenia C.trachomatis, confiriendo un riesgo de aborto
del 10.42% (22). Por lo que sugieren la necesidad de tamizaje de este patégeno en
mujeres embarazadas e, incluso en aquellas que ya han tenido un aborto. Otros
estudios también establecen una asociacion significativa entre este microorganismo e
historial de abortos (23, 24). Sugerimos que, al ser una infeccion asintomatica, en
general no es diagnosticada de manera oportuna, desencadenando asi una
inflamacion cronica que podria ser la causa de las pérdidas gestacionales. Sin
embargo, es necesario contar con un mayor numero de estudios para esclarecer este
aspecto.

Tras asociar la variable presencia de ITS y la variable “casada”, encontramos
relacion significativa solo en el analisis bivariado y no en el multivariado, por lo que no
fue considerado como estadisticamente significativo. Hallazgo compatible con el
estudio de Kost y Derroch quienes tampoco encontraron ninguna asociacion
significativa entre el estado civil y el comportamiento sexual de riesgo (25). Sin
embargo, existe bibliografia que indica que la prevalencia es menor en individuos
casados que en personas solteras debido a que en los ultimos afios un mayor numero

de adultos de los paises industrializados ha optado por la solteria (14).

No encontramos asociacion estadisticamente significativa en relaciéon con la
media de la edad en las mujeres con diagnostico positivo (31.3916.13) y negativo
(32.53+6.45) para ITS. Por el contrario, varios estudios establecen que existe mayor

riesgo de presentar ITS en el rango de 21-24 afos (26).

Finalmente, de forma opuesta a lo que se ha publicado en El Canadian Journal
of Infectious Diseases (27), este estudio no pudo establecer una relacion directa entre

el numero de parejas sexuales y la edad de inicio de vida sexual. Ambas
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caracteristicas fueron similares en las mujeres con resultados positivos y negativos en

este estudio.

CONCLUSIONES:

La prevalencia de ITS (C.trachomatis, N.Gonorrhoeae y U.urealyticum) en
mujeres que acudieron para citologia de control a la Fundacion Pablo Jaramillo de la
ciudad de Cuenca, en el afio 2020 fue del 57.89%. En mas de la mitad de las
participantes existidé por lo menos un microorganismo de interés. Esta prevalencia esta

en concordancia con el rango publicado por la literatura mundial.

En este estudio no se encontraron asociaciones estadisticamente significativas
en la mayoria de las variables independientes al relacionarlas con la presencia o
ausencia de ITS. Encontramos asociacion significativa entre nivel socioeconémico
bajo y positividad para ITS al igual que residencia en la zona rural como factor
protector para ITS. Ademas, observamos una tendencia a la significancia estadistica
en historial de abortos y su asociacion con presencia de ITS.

Al tratarse de un estudio piloto utilizamos una muestra pequefa de
participantes. Sin embargo, esta investigacion abre las puertas a estudios futuros con
mayor numero de participantes que seguramente tendran mayor significancia
estadistica.

Se implementd una técnica molecular altamente sensible y especifica, que
resulta menos costosa que las pruebas disponibles en nuestro medio. Esto nos
permitié identificar a mujeres de alto riesgo infectadas e iniciar un tratamiento para
prevenir la transmision sostenida dentro de la comunidad y evitar futuras

complicaciones.

LIMITACIONES Y RECOMENDACIONES:

Dentro de las limitaciones de nuestra investigacion podemos mencionar su
naturaleza observacional y el pequefio numero de pacientes estudiadas. Sin lugar a
duda el tamafo de la muestra jugdé un papel importante en la falta de significancia
estadistica de la mayoria de las variables por lo que recomendamos realizar estudios

futuros con un mayor niumero de participantes.
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ANEXOS:
Anexo 1:
TECNICA DE LA TOMA DE MUESTRA PARA CITOLOGIA CERVICO VAGINAL:

El siguiente protocolo contiene las normas establecidas por el Ministerio de Salud Publica de
la republica del Ecuador para la adecuada toma de muestra de ADN para citologia cérvico
vaginal. Cabe recalcar que en el proyecto de investigacion no se utilizara ningun nombre para
identificar la muestra ya que se utilizara solo codigos para garantizar la confidencialidad de
las participantes.
1. CONDICIONES PARA LA TOMA DE MUESTRA
Se debe cumplir una serie de condiciones para garantizar la calidad de la muestra:
— NO realizar la toma de muestra durante la menstruacion o en presencia de
cualquier sangrado.
- No haber tenido relaciones sexuales tres dias antes de la realizacién de la
prueba.
— NO realizar la toma de muestra durante los 3 primeros meses del postparto,
excepto en situaciones que lo ameriten.
— NO realizar la toma de muestra si la paciente tiene evidencia clinica de
infeccion vaginal o de que esté usando medicacion intravaginal.
2. INSUMOS NECESARIOS PARA EL PROCEDIMIENTO
— Espéculo vaginal desechable.
— Mesa de exploracion — Mesa de Mayo.
- Guantes desechables estériles.
— Lampara de cuello de ganso.
- Hisopo, torundas de gasas.
- Pinzas de aro.
— Espatulas de madera o plastico para toma exocervical (Espatula de Ayre).
— Cepillo 6 hisopo para toma endocervical.
— Lamina porta objetos.
— Lapiz bicolor ¢ lapiz de grafito para rotular lamina porta objetos.
- Laca fijadora especial para citologia 6 alcohol etilico al 96%.
- Formulario de solicitud de estudio citolégico especifica del sistema Bethesda
(M.S.P .H.C.U.Form.041/89).
3. PREPARACION
- Identificacién del tubo de transporte de la muestra con el cédigo asignado.
- Informar a la paciente del procedimiento que se le va a realizar, asi como
también explicarle que puede ser necesario repetir esta prueba si la muestra no es
adecuada.
— Situar a la paciente en posicion ginecolégica, siempre respetando el pudor
de la mujer y garantizando la privacidad necesaria durante la realizacion del examen.

- Colocar sabana cobertora.

— Ubicar la lampara cuello de ganso.

— Colocarse guantes desechables estériles en ambas manos, y mantenerlos
hasta retirar el espéculo, evitando el exceso de talco.

— Proceder a la separacion de los labios mayores con el dedo pulgar y el indice,
con el objetivo de visualizar el introito vaginal.

— NO usar gel, liquidos antisépticos en el espéculo vaginal, pues puede alterar
los resultados de la citologia.
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- En mujeres mayores de 50 afios 6 en mujeres que refieren dolor a la
introduccion del espéculo se recomienda lubricar el mismo con solucion fisiologica.
— Tomar en la palma de la mano contraria el espéculo con las valvas cerradas.

— Seleccionar el tamano del espéculo vaginal, de acuerdo a la complexién de
la mujer.

— Introducir el espéculo hasta el fondo de la vagina en posicién oblicua (angulo
de 45°) hacia el sacro de la mujer. En este momento se le dice a la usuaria que “puje”.

— Girar el espéculo presionando la palanca que abre la valva superior, evitar
que se rasgue el cuello y pueda sangrar (se debe visualizar el cérvix completamente).
Fijar el espéculo.
- De no poder visualizar el cérvix referir al médico especialista en
ginecobstetricia.
4. REALIZACION DE LA CITOLOGIA: TOMA DE MUESTRA ENDOCERVICAL
— Se utiliza el cepillo aislado para la toma de muestra endocervical.
- El hisopo se utiliza para tomar muestras en mujeres adolescentes,
histerectomizadas, climatéricas, premenopausicas y postmenopadsicas.
— Se puede utilizar el extremo bifurcado de la espatula de Ayre.
— Introducir el cepillo o hisopo en el canal endocervical.
— Girar a la izquierda (a contra de las manecillas del reloj) 360°.
— Retirar el cepillo y colocar en el tubo de transporte que contiene la solucion
preservante.
5. CONCLUSION DEL PROCESO DE TOMA DE MUESTRA
— Aflojar el tornillo del espéculo que fij6 las valvas, para esto se le pide a la
usuaria que puje.
— Ir retirando el espéculo lentamente.
— Retirar los guantes de ambas manos.
- Informar a la paciente de la entrega de sus resultados.
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Anexo 2:

FORMULARIO DE RECOLECCI()N DE DATOS PARA PARTICIPAR EN EL
PROYECTO DE INVESTIGACION SOBRE ENFERMEDADES DE TRANSMISION
SEXUAL (ITS) EN LA FUNDACION PABLO JARAMILLO

El siguiente formulario debe ser completado por el investigador solamente después de que la
paciente acepte participar en la investigacion y firme el consentimiento informado. Los datos
recolectados aqui seran utilizados para correlacionarlos con los resultados del test. El llenado
de este formulario NO autoriza la publicacion de nombres ni interfiere con la privacidad de
la participante. Solamente los investigadores tendran acceso a este formulario.

Codigo*:

DIA MES ANO SERIAL

*El codigo de identificacién tnico que se compone de: dd/mm/aaaa del nacimiento de la paciente seguido de
un serial de 3 numeros que inicia en 001 hasta el 100, esté cédigo debe ser el mismo que se consignara en la
muestra.

Instrucciones:

Marque con una X el cuadrado que corresponde a cada respuesta y complete el espacio en
blanco (en caso de ser necesario) con la informacion que mas se asemeje a su realidad. Todas
las preguntas tienen una sola respuesta. En caso de tener preguntas, no dude en consultar con
el médico tratante.

1. Edad (afios cumplidos):

2. Procedencia:

e Urbano [ ]
e Rural []

3. Etnia (autoadscripcion):

* Mestizo L]
e Afroamericano [ ]
* Blanco

* Asiatico

* Indigena

OO0 n

e  Otros:

»» especifique
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4. ;Dentro de que nivel socioeconémico usted se considera? (su respuesta a esta
é
pregunta no interviene con la valoracion de trabajo social realizada por la
Fundacion Pablo Jaramillo)

e Alto []
e Medio []
* Bajo []

5. Estado civil actual:
* Soltera []
*  Unidn libre
* (Casada

e Divorciada

OO 0O o

* Viuda

6. Nivel de estudios:
* Primaria []
* Secundaria [ ]
*  Superior []

[]

e (Cuarto nivel

7. (Cuantos compaifieros sexuales ha tenido a lo largo de su vida?

8. (A qué edad inici6 su vida sexual?:

9. ¢Ha tenido dificultad para embarazarse con una misma pareja (tras un afio de
mantener relaciones sexuales sin utilizar ningiin método anticonceptivo)?



e NO he tenido dificultad []
 NO he buscado embarazarme [ _]
. I, []
»» ;Por cuanto tiempo

aproximadamente hasta
lograr embarazarse?

10. ;Alguna vez ha tenido un diagnéstico de aborto?
¢ NO []
. Si, []

»» (Cuantos?

11. ;Alguna vez ha sido tratada para algun tipo de infeccion vaginal?
« No []
- st [

12. ;Utiliza o ha utilizado una t de cobre o un dispositivo intrauterino?
- No [
« st [
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Anexo 3

PROTOCOLO DE EXTRACCION DE ADN, PCR E HIBRIDACION POR FLUJO
DIRECTO UTILIZANDO EL KIT STD3 HYBRIBIO CATALOGO HBGA-STD3P

1. EXTRACCION DE ADN

El siguiente protocolo se utiliza para la extraccion de material genético de las muestras de
citologia cervical utilizando: HYBRIBIO CELL LYSIS KIT

Objetivo: Extraer el material genético ADN de muestras de cepillado cervical a partir de
solventes organicos.

Almacenamiento y estabilidad: El kit debe almacenarse a temperatura ambiente lejos de
la luz solar. En estas condiciones los reactivos se mantienen estables por 12 meses.

Requerimientos:
a) Materiales

- Tubos eppendorf 1.5mL con tapén de rosca
- Puntas de pipeta automatica de 1000ul

- Puntas de pipeta automatica de 10ul

- Guantes de nitrilo

b) Reactivos
- Hybriobio Cell Lysis Kit
¢) Equipos

- Microcentrifuga que alcance las 14000rpm
- Vortex

- Bafio maria

- Pipetas automaticas de 10ul y 100ul

Procedimiento:

1) Pipetear 1 ml de muestra cervical en un tubo de micro-centrifuga de 1.5 ml o en un
tubo de tapon de rosca.

2) Centrifugar a 14.000m rpm durante 5 minutos (para aquellos que usan tubos con
tapon de rosca, coloque una marca en el tapon del tubo y la marca debe quedarhacia
afuera durante la centrifugacion).

3) Desechar el sobrenadante.

4) Re-suspender el sedimento en 400 ul de la Solucion 1, agitar en vortex con intensidad,
luego hervir en un bafio de agua caliente (95 °© C o mas) durante 15 minutos, dejar
enfriar el tubo durante 2 minutos.

5) Agregar 400 ul de la Solucion 2, mezclar suavemente, esperar 2 minutos a
temperatura ambiente.
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6) Centrifugar el tubo a 14.000 rpm durante 5 min. (la marca debe quedar hacia afuera
para el tubo con tapon de rosca), luego desechar el sobrenadante.

7) Centrifugue el tubo nuevamente a 14.000 por un minuto, luego use una punta de
micro-pipeta para pipetear el resto del solvente en el tubo.

8) Dejar reposar el tubo durante 2 minutos a temperatura ambiente.

9) Anadir 30 ul de la Solucion 3 al tubo, agitar en vortex durante 10 segundos,
centrifugar por 10 segundos, luego pipetear 1ul de la solucion tomando una muestra
de la mitad superior del volumen para la amplificacion por PCR. (Nota: No pipetear
la base del tubo).

2. REACCION EN CADENA DE LA POLIMERASA

El siguiente protocolo se utiliza para la amplificacion del material genético purificado con el
procedimiento previo utilizando: STD3 Diagnostic Kit Hybribio “3-in-1” CT/NG/UU
Infection diagnosis. No. Catalogo HBGA-STD3P.

Objetivo: Amplificar el material genético mediante PCR utilizando cebadores especificos
para: Chlamidya trachomatis, Ureaplasma urealyticum y Neisseria gonorrhoeae.

Almacenamiento y estabilidad: El kit debe almacenarse en una zona pre-PCR, nunca debe
almacenarse en una zona post-PCR. Los reactivos deben almacenarse en una temperatura
de 2-8°C evitando ciclos de congelacion — descongelacion.

Requerimientos:

a) Materiales

- Guantes de nitrilo
- Tubos eppendorf 1.5mL
- Tubos para PCR de 0.2mL tapa plana

- Puntas de pipeta automatica de 1000ul
- Puntas de pipeta automatica de 100ul
- Puntas de pipeta automatica de 10ul

b) Reactivos

- Etanol al 70%

- Agua destilada libre de DNAsa.

- STD3 Diagnostic Kit Hybribio “3-in-1” CT/NG/UU Infection diagnosis. No.
Catalogo HBGA-STD3P

¢) Equipos

- Termociclador
- Minicentrifuga para tubos de 0.2 a 1.5mL

Antes de empezar, limpiar toda la zona de trabajo con etanol al 70% incluyendo las pipetas.
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El volumen total de reaccion de PCR es de 50ul con la siguiente composicion:

Componentes Volumen de reaccion

Mezcla de PCR (tapa azul) 47.4 ul
UNG (tapa roja) 0.2 ul
DNA Taq Polimerasa 0.4 ul
Molde de DNA 2wl
Procedimiento:
1) Descongelar la mezcla de PCR y el agua libre de DNAsa a temperatura ambiente.
2) Agitar y centrifugar los reactivos a 8000rpm por 1 minuto antes de usar.
3) Centrifugar la DNA Taq polimerasa y el reactivo UNG a 8000rpm por 30 segundos.
4) Descongelar el DNA y centrifugar a 8000rpm por 5 minutos.
5) Preparar la mezcla utilizando los volimenes de la tabla anterior, agitar y centrifugar

la mezcla.

NOTA: La DNA Taq polimerasa debe ser sacada del congelador justo antes de su uso y
debe guardarse inmediatamente.

6)
7)
8)
9

Distribuir alicuotas de 48ul de la mezcla en cada tubo de PCR de 0.2mL.

Afadir 2 ul de la muestra de DNA a cada tubo de reaccion.

Centrifugar las muestras suavemente.

Colocar los tubos en el termociclador e iniciar el programa de amplificacion con los
siguientes pardmetros:

37°C S minutos

95°C 11 minutos

40 ciclos

Desnaturalizacion 95°C 30 segundos
Hibridacion 58°C 30 segundos
Elongacion 72°C 50 segundos

Extension final 72°C 5 minutos
e s

3.

HIBRIDACION POR FLUJO DIRECTO

El siguiente protocolo se utiliza para la hibridacién por flujo directo a partir de los productos
de la PCR, utilizando una membrana de nitrocelulosa contenida en el STD3 Diagnostic Kit
Hybribio “3-in-1” CT/NG/UU Infection diagnosis. No. Catalogo HBGA-STD3P.

Objetivo: Evidenciar si se produjo o no una amplificacién del genoma de uno o mas de uno
de los patdégenos a continuacion: Chlamidya trachomatis, Ureaplasma urealyticum y
Neisseria gonorrhoeae.
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Almacenamiento y estabilidad: Los soluciones de hibridacion deben almacenarse a
temperatura de 4-8°C, en estas condiciones son estables por 12 meses. La solucion
NBT/BCIP es sensible a la luz por lo que es necesario protegerla en un envase marron.
Después de utilizarse, la solucion debe guardarse a 4°C.

Requerimientos:

a)

Materiales

Puntas de pipeta automatica de 1000ul
Puntas de pipeta automatica de 100ul
Guantes de nitrilo

Hielo

Pinzas

Reactivos

Kit de hibridacién Hybriobio No. Catalogo HBGA-STD3H
Equipos

Termobloque

HybriMax

Bafio maria

Pipeta automatica de 100ul
Pipeta automatica de 1000ul

Preparacion antes del experimento:

)
2)
3)

4)

Precalentar la Solucién de Hibridacion (HYB SOLN) en bafio de agua a 45°C antes
de usar. Todo el resto de soluciones deben estar a temperatura ambiente.

Si en la Solucion B (SOLN B) se forma un precipitado, disolver incubando en bafio
de agua a 45°C y dejando que llegue posteriormente a temperatura ambiente.
Utilizar el frasco marrdn para preparar la solucion de trabajando a partir de disolver
el comprimido NBT/BCIP en 10mL de Solucion C.

Desnaturalizar los productos de PCR calentdndolos a 95°C por 5 minutos y luego
producir un choque térmico colocdndolos en hielo por 2 minutos.

Procedimiento:

D
2)
3)

4
S)

6)

Instalar todos los componentes del HybriMax en el dispositivo HybriMax.

Ajustar la temperatura del HybriMax a 45°C.

Cuando la temperatura alcance los 45°C, afiadir 0.8mL de Soluciéon de Hibridacion
(precalentada a 45°C) en los pocillos donde se encuentran las membranas
“HybriMem” durante 3 minutos.

Extraer todo el solvente con succion de la bomba.

Anadir 0.5mL de Solucion de Hibridacion (precalentada a 45°C) en los pocillos
donde se encuentran las membranas “HybriMem”.

Agregar en los pocillos, las muestras amplificadas de DNA desnaturalizados (una por
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pocillo), pipetear 2 a 3 veces cada una para mezclar la solucién cuidadosamente.

7) Cerrar la tapa del HybriMax.

8) Incubar durante 20 minutos.

9) Extraer todo el solvente con succion de la bomba.

10) Agregar 0.8mL de Solucion de Hibridacion (precalentada a 45°C).

11) Repetir los pasos 9 y 10 dos veces mas.

12) Apagar la bomba de succion.

13) Fijar la temperatura del HybriMax a 25°C.

14) Cuando la temperatura alcance los 30°C, agregar 0,5mL de Soluciéon de Bloqueo en
cada pocillo (la temperatura esta descendiendo hasta alcanzar los 25°C).

15) Extraer todo el solvente con succion de la bomba.

16) Nuevamente, agregar 0,5mL de Solucion de Bloqueo en cada pocillo e incubar por
5 minutos. Extraer todo el solvente con succion de la bomba.

17) Cuando la temperatura del HybriMax alcance los 25°C, agregar 0,5mL de Conjugado
Enzimatico, e incubar por 3.5 minutos.

18) Extraer todo el solvente con succion de la bomba.

19) Afiadir 0,8mL de Solucion A (lavado).

20) Repetir los pasos 18 y 19 tres veces mas.

21) Apagar la bomba.

22) Fijar la temperatura del HybriMax a 36°C.

23) Cuando la temperatura alcance lo 36°C, agregar 0,5mL de Solucion NBT/BCIP e
incubar por 5 minutos. La tapa del HybriMax debe estar cerrada.

24) Extraer todo el solvente con succion de la bomba.

25) Mantener la bomba encendida.

26) Anadir 0.8mL de Solucién B (lavado).

27) Repetir el paso 26 dos veces mas.

28) Anadir ImL de agua destilada (enguaje).

29) Apagar la bomba.

30) Retirar la tapa de fijacion y todos los accesorio. Utilizar pinzas para sacar las
membranas y secar en papel absorbente.
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31) Interpretar los resultados por visualizacion.

NOTA: no tocar las membranas con las manos/dedos sin guantes. Usar siempre guantes y

pinzas.

Limpiar el 4rea de trabajo antes y después de la prueba con alcohol al 70% e hipoclorito de

sodio al 10%.

Interpretacion de los resultados:

-+

2

-

B

2

STD

Claves:

BIO: Control de biotina

IC: Control interno

UU: Ureaplasma urealyticum
CT: Chlamydia trachomatis
NG: Neisseria gonorrhoeae

Figura No. 1 Diagrama esquematico de la membrana diagnostica del STD3 GenoArray.
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®

|

E

3

STD3

UU Positive

Figura No. 2 Ejemplo de una infeccién positiva para Ureaplasma urealyticum.
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Figura No. 3 Ejemplo de una infeccidon positiva para Chlamydia trachomatis.
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Multiple infections

Figura No. 4 Ejemplo de una infeccion multiple con Ureaplasma urealyticumy
Neisseria gonorrhoeae.
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