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RESUMEN
La infeccién por Chlamydia trachom atis es una enfermedad de transmisiéon sexual
(ITS) que afecta a 6rganos genitales de mujeres y varones, y ademas es la mas
frecuentemente reportada a nivel mundial. Produce com plicaciones en el aparato
reproductor como: uretritis, enfermedad pélvica inflam atoria, infertilidad,
embarazos ectépicos, en embarazadas podrian producir abortos en las primeras
etapas de gestacion, infecciones oculares o en las vias respiratorias del feto al
momento del parto. Estudios realizados en Chile han detectado entre 70% y 90%
en mujeres asintom aticas. En el presente estudio se recolectaron 100 muestras de
hisopado cérvico-uterino en mujeres que acudieron a consulta ginecolégica, el
12% dieron positivos para Chlamydia mediante el método qPCR. Esta técnica
am plific6 una secuencia conocida del plAsmido criptico. Se wutilizé el program a
estadistico SPSS Version 23, para realizar comparaciones entre variables de
pacientes positivas, encontrandose de 12 mujeres participantes con resultado
positivo el 9,0% iniciaron su actividad sexual entre los 16 y 20 afios. De este
grupo el 75% m anifestaron tener problemas para embarazarse. EIl 16,7% de
pacientes positivas sufrieron un aborto y estan relacionadas con el inicio de
actividad sexual. EI 66,7% mujeres no tienen conocimiento acerca de Chlamydia y
sus consecuencias. En conclusion, existe mayor probabilidad de infeccién por este
patégeno lo cual desencadena en problemas de infertilidad al iniciar la actividad
sexual a edades tempranas. Por ello es importante concientizar a la poblaciéon de
llevar una vida monogamica, para evitar la propagacién de esta infeccién

silenciosa.

Palabras Claves: Chlamydia trachom atis, qgPCR, am plificacion, um bral,

fluorescencia.
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ABSTRACT

Chlamydia trachom atis is a sexually transm itted disease (STD) that affects genitals
of women and men, the most frequently reported worldwide. Produces
com plications in the reproductive system as urethritis, pelvic inflam m atory disease,
infertility, ectopic pregnancies and abortions in the early stages of pregnancy, also
cause eye infections or respiratory tract in the fetus at the time of delivery. Studies
in Chile have detected between 70% and 90% in asymptomatic women. In this
study 100 samples of ~cervical swab in women attending gynecological
consultations were collected, 12% tested positive for Chlamydia by qPCR method.
This technique am plified a known sequence of the cryptic plasmid. SPSS version
23 was used for comparisons between variables of positive patients, this found 12
participants with positive result 9.0% started their sexual activity between 16 and
20 years. Of this group, 75% say they have problems getting pregnant. 16.7%
positive patients had an abortion and are related to the onset of sexual activity.
66.7% women have not knowledge about chlamydia and its consequences. In
conclusion, there is more likelihood of infection by this pathogen and trigger
infertility problems when starting sexual activity at an early age. It is therefore
important to raise public awareness of leading a monogamous life, to prevent the

spread of this silent infection.

Key words: Chlamydia trachom atis, PCR, am plification, threshold, fluorescence.
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INTRODUCCION

Chlamydia trachomatis (CT) es una bacteria Gram negativa que afecta las
células y su reproducciéon es intracelular, es similar a la de los virus. La
infeccioén por Chlamydia trachom atis provoca una respuesta autoinmune de
anticuerpos especificos. Es una infeccién que ocasiona patologia ocular,

pulmonar, digestiva y del tracto-genital inferior (Duarte C, et al.2011, p4).

Chlamydia trachom atis se considera a nivel mundial como uno de los
principales agentes etiolégicos bacterianos de infecciones de transmision
sexual (ITS), causando cervicitis mucopurulenta en mujeres y uretritis en los
varones. Es el causante de dos manifestaciones clinicas caracteristicas
como el linfogranuloma venéreo y eltracoma. Los recién nacidos infectados
por esta bacteria, via cervical de madre a hijo en el momento del parto,

pueden desarrollar conjuntivitis y/o neumonia. (Lépez V. et al.2010. p15).

Chlamydia trachom atis es un patégeno muy peligroso y merece la atencidon
de las entidades de salud a nivel mundial, es la causa principal de Ila
infertilidad, artritis reactiva, perihepatitis, sindrom e de Reiter, abortos
continuos, embarazo ectépico y enfermedad inflamatoria pélvica (EIP)
(Estrada C. 2010). Los estudios recientes han demostrado que esta bacteria
facilita la trasmisién del VIH y del virus delpapiloma humano. Debido a que lo
individuos infectados pueden portar la bacteria durante meses o afios y
trasm itir la enfermedad a sus parejas sexuales, su diagno6stico sigue siendo
un reto. Las personas infectadas experimentan sintomas muy leves 0o son

portadores asintom 4ticos, causales que dificultan el diagnd6stico y aumentan



el riesgo de secuelas a largo plazo. (Sadnchez M, et al. 2009). Tanto en
Ecuador como en otros paises se observa un incremento en las relaciones
sexuales extra-m atrimoniales en adolescentes, con altos porcentajes de los
que han tenido intimidad antes de los 18 afios siendo la media reportada de
15 a 18 afios en el 62.2% , lo que conlleva a graves consecuencias como:
infecciones de transmisioén sexual como lo detectaron en un 4.3% de
alumnos que los tienen; en em barazos también se observaron e inclusive se
detectéo un aborto. (Ramirez V, 2011.p 2).

En Chile, ha sido de 4,7% , sin embargo, la infecciobn por C. trachom atis
permanece como una infeccién silente en 70 a 90% de las mujeres y en 30 a

40% de los hombres (Ramoén S, et al, 2013, p 611).

En México no se conoce con exactitud la prevalencia de la infeccién genital;
algunos reportes sugieren una frecuencia de 4% en poblacion abierta de
mujeres en edad reproductiva, aparentem ente sanas, en colonias
suburbanas; del 3 al 18% en pacientes asintom aticas que asisten a la clinica
de Gineco-Obstetricia, del 3 al 40% de las pacientes que asisten a la clinica
de Gineco-O bstetricia y cursan con leucorrea y sintomas, del 10 al13.5% en
pacientes embarazadas, el 8% en pacientes con dafio tubarico y del 12 al

25% en trabajadoras sexuales. (Sdanchez M .et al, 2009. p14).

Segun estimaciones de la Organizacién Mundial de la Salud, cada afio se
registran 105,7 millones de casos nuevos en todo el mundo, de los cuales

26,4 millones corresponden a América Latina. (Ramén S, 2013.p 612).

Debido a la gravedad de estas complicaciones, diversos paises han tomado
acciones para reducir la prevalencia de esta infeccién, sin embargo, el disefio
de programas de control epidemiolégico se ve obstaculizado porque no se

dispone de técnicas que retinan criterios de sensibilidad satisfactorios.



CAPITULO N©°1

1.1 FORMULACION DEL PROBLEMA.

A nivel mundial la infeccion por Chlamydia trachom atis es la enfermedad de
transmisiéon sexual mas frecuente y se ha convertido en una de las
principales causas de infertilidad en mujeres en edades reproductivas,
debido a que produce obstruccién de las trompas de Falopio. EIl rapido
diagndstico y tratamiento de esta infeccion reduciria los niveles de infertilidad
y el dafio del tracto reproductor femenino. En el Ecuador no se cuenta con
muchos estudios realizados en este tema en particular, por esta razén no se
conoce cifras exactas de la infeccién causada por esta bacteria, tampoco se
cuenta con datos de infertiidad femenina asociada a la infeccién por

Chlamydia trachom atis en nuestro pais.

La técnica de referencia para el diagnéstico de infecciones por Chlamydia
sigue siendo el cultivo en lineas celulares, la que teniendo una especificidad
de 100% , pero carece de una buena sensibilidad, siendo esta técnica de alto
costo y de dificil mantenimiento en un laboratorio de rutina, por lo cual
muchos laboratorios han abandonado la practica de investigacién de
Chlamydia. Pero en la actualidad se cuenta con técnicas molecular que se
trabaja a partir del ADN de la bacteria, las mismas que son de alta
sensibilidad y un alto grado de especificidad, lo que contribuye a la obtencién
de resultados de 6ptima calidad, la qPCR de Chlamydia es una técnica que
permite detectar un bajo niumero de copias de DNA de la bacteria, lo que la
hace mas sensible que otras pruebas, adem s se realiza de manera rapida y

econo6mica.



El diagndéstico de infecciones por Chlamydia trachom atis en nuestro medio se
basa fundamentalmente en las manifestaciones clinicas, estrategia que
presenta muchas limitaciones en casos de infecciones frecuentes de manera
asintom aticas. Por tal motivo, desconocemos la estimacién de la verdadera

frecuencia de la infeccién en nuestra poblacién.

1.2 OBJETIVOS DE LA INVESTIGACION:

1.2.1 OBJETIVO GENERAL:

Determinar la presencia de Chlamydia trachom atis mediante gPCR en
mujeres con Infeccion del Tracto Urinario (ITU) que acuden a consulta

ginecolégica en la ciudad de Cuenca 2015.

1.2.20BJETIVOS ESPECIFICOS:

. Determinar la presencia de Chamydia trachom atis en muestras de
pacientes mujeres con |Infecciones del Tracto Urinario (ITU) que
acuden a consulta ginecolégica en la ciudad de Cuenca, empleando la
Técnica de qPCR Tiempo Real.

. Relacionar las m anifestaciones clinicas de la enfermedad <con
Chlamydia trachom atis, de acuerdo a la edad, abortos, inicio de
actividad sexualy numero de compaferos sexuales.

. Establecer la frecuencia de la infeccion por Chlamydia trachom atis
para difundir y concienciar a la poblacién en realizarse exadamenes
para tener diagnostico preventivo con el fin de reducir los casos de

infertilidad o abortos tem pranos.



1.3 HIPOTESIS Y VARIABLES DE INVESTIGACION

1.3.1 HIPOTESIS:

La hipétesis que se investiga es la presencia de Chlamydia trachom atis en
mujeres con infeccion del tracto wurinario mediante la técnica de gPCR
Tiem po Real, pues la infeccién por Chlamydia trachom atis estaria
relacionado con problemas de infertilidad.Sila mujer se encuentra en estado
de gestacion podria transmitir la infecciéon alrecién nacido en el momento del
parto, adem &4s sino recibe tratamiento podria sufrir complicaciones como un
embarazo ectépico. Al tratarse de una enfermedad silenciosa, asintom atica
en los primeras etapas de la infeccion, las personas portadoras podrian
transm itir la infeccién a su o sus parejas sexuales. El diagnostico preventivo
de esta bacteria mediante la Técnica de qPCR podria disminuir los riesgos
de infecciones en mujeres con vida sexual activa, al tratarse de una prueba
molecular rapida en realizarse con alta sensibilidad y qgue estd a nuestro

alcance.

1.3.2 VARIABLES:

La investigacion se realizé de acuerdo con las variables aplicadas:

VARIABLE INDEPENDIENTE:

- Anéalisis de Infecciones del tracto Urinario (ITU) por Chlamydia

trachom atis.

VARIABLE DEPENDIENTE:

- Infertilidad, em barazos ectépicos, abortos frecuentes.

VARIABLE INTERVINIENTE:- hisopado cérvico-uterino, qPCR tiempo Real.



1.4. JUSTIFICACION:

La infeccién por Chlamydia trachomatis es la méas coman de todas las
enfermedades de transmision sexual (ETS) existentes, que afecta a hombres
y a mujeres. En la actualidad estan incrementando posiblemente debido a
que existe una mayor libertad sexual y un inicio de la actividad sexual a
edades mas tempranas y con muUltiples parejas sexuales durante su vida,
representando un serio problema tanto en términos de salud como
econdmicos Yy sociales. Su <control es decisivo para mejorar la salud

reproductiva y de toda la poblaciéon.

Muchas personas con infeccién por Chlamydia trachom atis indican
m anifestar pocos o ningln sintoma. Las complicaciones mas comunes Yy
graves de esta infeccion ocurren en las mujeres e incluyen Enfermedad
Inflam atoria Pélvica, Embarazo Ectépico e infertilidad. Las mujeres sufren
sintomas mas frecuentes y mas grave que los hombres. No obstante, la
infeccion puede ser asintom atica hasta en el 80% de los casos, siendo dificil
su diagnéstico. Las infecciones por Chlamydia trachomatis en mujeres

también pueden asociarse con Céancer Cervical. (Vaca N,2014).

Se considera que la Chlamydia trachomatis es uno de los patégenos de
transmisién sexual maéas prevalentes a nivel mundial, segtn la organizacién
mundial de Salud OMS se estima que un 4,4 — 6,6 % de casos son positivos

para Chlamydia anualmente (Sanchez VvV, 2009).

El diagnodstico puede realizarse a partir de una com plicacion de la infeccion.
Esto conlleva a que un gran numero de pacientes con infeccién no reciba
tratam iento de manera oportuna. Lo que hace imprescindible tener

conocimiento de las consecuencias que resultan él no realizar un



diagndéstico temprano o preventivo y un tratamiento oportuno para evitar
consecuencias irreversibles. En el laboratorio existen muchos métodos de
diagno6stico para Chlamydia trachom atis, pero es importante recalcar que
cada uno tiene diferente especificidad y sensibilidad, siendo en la actualidad
las pruebas moleculares (qgqPCR en tiempo real) las mas sensibles vy
especificas, debido a que se trabaja directamente con el ADN de la bacteria.
Por otro lado al tratase de una prueba que tarda poco tiempo en realizarse
se considera que son las ideales para el diagndéstico de las pacientes en las
casas de salud y de esta manera aportar para el diagndéstico rapido vy

oportuno de las mism as.

Este estudio tiene una alta relevancia para la salud de nuestros j6venes y en
general para las mujeres que asisten a la consulta ginecolégica en algunas
casas de salud de la ciudad de Cuenca, debido a las graves consecuencias
que conlleva una infecciéon por C. trachom atis, pues permite analizar y dar a
conocer la problem atica de esta enfermedad, como también permite indagar

los factores de riesgo que conllevan a contraer este tipo de infecciones.

Es importante mencionar que debido a que no existen estudios sobre
infecciones a causa de Chlamydia trachom atis, ya sea por lo costoso de los
m étodos diagndsticos, la co-infecci6én con otro tipo de infecciones o
sim plem ente por no reportarlo, no se han podido encontrar estadistica en el
M inisterio de Salud PuUblica. Por estas razones y Jlas anteriormente

mencionadas se justifica este estudio.



CAPiTULO 2

2.1.MARCO TEORICO

2.2 CHLAMYDIA TRACHOMATIS

2.2.1 TAXONOM IA

Los primeros estudios fueron realizados en China y Egipto hace miles de
afios en patologias infecciosas para investigar la presencia de Chlamydia
trachom atis, dichos estudios se lo realizaron en los tracomas. En 1906, los
austriacos Halbertaedter y Von Prowazek realizaron estudios en frotis de
conjuntiva de orangutanes que previamente fueron inoculados con m aterial
tracom atoso de humanos y emplearon una coloracion de Giemsa, con la
cual observaron cuerpos punteados intracitoplasm aticos, que m as tarde se
los denominaron “inclusiones”. En 1930, Bedson sefialé inclusiones similares
a las del tracoma en macr6fagos de ratones que fueron inoculados por via
peritoneal con esputo de pacientes infectados de neumonia grave. En 1940,
Rake y Jones mencionaron inclusiones muy similares en células obtenidas
mediante puncion de ganglios hipertrofiados originarias de pacientes que

cursaban linfogranulomas venéreos.

A partir de la década de los 80 la Chlamydia trachom atis fue reconocida
como un patégeno genital causante de una serie de sindromes clinicos. EI
género Chlamydia estd clasificado dentro del grupo 9 familia Chlamydiaceae
en el Bergeys Systematic Bacteriology con el género Rickettsia. La
secuenciacion del 16s ARNr manifesté que existe un95% de homologia en

las 4 especies de Chlamydia estrechamente relacionadas: C. trachom atis, C.



psittaci, C. pneumoniae y C. pecorum patégeno de rumiantes. (Arango A, et

al,2001,p 87).

Las técnicas de secuenciacién permiten descifrar genomas bacterianos
completos, que propone una verdadera revolucion en la taxonomia
bacteriana. Hoy en dia disponemos de secuencias de genomas completos de
Chlamydia trachomatis, Chlamydia pneumoniae o Chlamydia psittaci vy
especies relacionadas. Los analisis bioinform aticos también han servido para
debatir el paradigma de la escasa tasa de recombinacion en este grupo de
bacterias, sospechado por lo particular de su ciclo biolé6gico, que sugeria

escasas oportunidades de intercambio genético.

La existencia de recombinacién tiene su interés clinico en la descripcién de la
cepa hipervirulenta de Linfogranuloma Venéreo (LGV)L2c, relacionada con el
brote de LG V14, resultado de la recombinacién entre serovares L2b y D de
Chlamydia trachomatis. Estos serovares estéan asociados a la sero-
especificidad de la proteina mas importante de la membrana externa, MO MP.
Sin embargo, actualmente existe relacion entre la secuencia del gen ompA
(que codifica para MOMP) vy el tropismo celular o la virulencia, por lo que la
genotipificacion basada en el gen ompA como biomarcador no es valida,

aunque ha sido ampliamente usada.



REINO ORDEN" " FAMILIA | GENERO |\ ESPECIE

C. Abortus
C.Psittaci
Chlamydophila| C. Pecorum

C. Caviae

C. Felis

C. Trachomatis
Chlamydia | C. Muridarum
C. Suis

Bacteria Chlamidiales | Chlamydiaceae

TABLA N°1 : Taxonomia de Chlamydia trachom atis

FUENTE: (Rayo J, 2015, p 14).

Cambios suficientes para realizar una actualizacién de esta familia
bacteriana, donde Chlamydia trachom atis es responsable de mas de 100
millones de infecciones de transmisioén sexualy de 90 millones de casos de

tracoma en elmundo. (Rodriguez M, et al, 2013.p 2).

2.2.2 GENERALIDADES

Chlamydia es un grupo de bacterias de tamafio pequefio y forma cocos en
cadenas. Su principal caracteristica es el ciclo replicativo intracelular, lo cual
las convierte en paréasitos obligados. Con una pared celular tipo Gram
negativa, sin embargo, el peptidoglicano es nulo o casi imperceptible (a
pesar de tener genes para su sintesis). Los principales antigenos de las
clamidias estan presentes en la pared (en la "membrana externa"), la cual

contiene el lipopolisacarido (LPS), la proteina principal de la membrana
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externa (MOMP, del inglés "M ajor Outter Membrane Protein") y otras dos
proteinas ricas en cisteina: una proteina de envoltura (62Kd) y wuna
lipoproteina (12Kd). Tanto la MOMP como los LPS, son los componentes
antigénicos m as importantes. Estas bacterias expresan un epitope
lipopolisacarido especifico de familia (ex epitope especifico de género).

Contenido G +C aproximadamente 40 mol% .

2.2.3 FORMA DE VIDA

Son paréasitos intracelulares obligados de las células de los vertebrados,

debido a esta caracteristica escapan frecuentemente del sistem a inmunitario.
Su ciclo de desarrollo adquiere dos formas: el corplusculo elemental y el
corpUsculo reticulado o inicial, que representan la forma extracelular e

intracelular del parasito respectivamente (Ramos B, 2011,p7).

2.2.4 CARACTERISTICAS GENETICAS DE CHLAMYDIA TRACHOMATIS

El genoma cromosémico de la Chlamydia trachomatis es pequefio, de
1.042.519 pares de bases (58, 7% de A-T), y se caracteriza por tener un
plasmido criptico de 7.493 pares de bases. Su genom a codifica
aproximadamente para 875 proteinas de las cuales 70 son propias de
Chlamydia trachom atis. Posee genes similares a otros en especies como
Chlamydia pneumoniae y Chlamydia psittaci, que codifican proteinas que
intervienen en la estructura, funcién y en los aspectos inmunolégicos de la

bacteria (Ramos B.2011,8).
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2.2.5GENOMA DE LA CHLAMYDIA TRACHOMATIS

Es importante destacar que cerca de regién de origen de la replicacion del
cromosoma Chlamydial existe mayor diversidad genética. Incluye genes que
regulan la sintesis del triptéfano y su aplicacién, se ha relacionado con la
m ediacion de interferén Gamma en el desarrollo de la infeccién persistente.
Las Chlamydias que han infectado el tracto genital humano poseen en esta
regién un gen homdélogo de citotoxinas reportadas en E. coli entero

hemorragica 0157 y Clostridium .

Chlamydia es un organismo aer6bico que utiliza el glutamato como fuente
prim aria de carbono, complementada por glucosa y 2 oxoglutarato, cada uno
tiene diferentes papeles dependiendo de la fase del desarrollo Chlamydial.
Se cree que Chlamydia es un paréasito energético porque importa ATP de la
célula huésped; sin embargo, en el anéalisis de la secuencia de su genoma se
encontraron genes que codifican ADP/ATP translocasas, ATPasa vacuolar y
ATPasas flagelares probablemente involucradas en la sintesis de ATP. La
presencia y expresion de genes involucrados en las vias metabédlicas para la
generacion de ATP sugiere que Chlamydia no es un estricto auxo6trofo de
ATP. En la primera fase de la infeccién activa la energia requerida para el
metabolismo es derivada del ATP de la célula huésped. A diferencia de lo
que sucede en la infecciéon persistente en donde la fuente primaria de
energia no es producida por elhuésped.

Todos los plasmidos de Chlamydia trachom atis aislados de humanos son
extremadamente similares con menos de un 1% de variaciones en la
secuencia de nucled6tidos, todos tienen alrededor de 7.500 nucleé6tidos, con 8

m arcos abiertos de lectura.
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Todos los plasmidos Chlamydiales tienen 22 pares de bases repetidas en
tandem en la regién intergénica entre ORF1 y ORF8; este grado de
conservacién sugiere que esta regién es extremadamente importante, por
ser anéalogo con el origen de replicacién de algunos plasmidos de E. coli., la
secuencia de iniciacion del codén para ORF es también conservado para
cada plasmido; ATG paralos ORFs 1,2,3,4,5y6 vy GTG paralos ORFs 7y
8. Todos los ORFs son transcritos de la misma hebra, con excepcién de ORF
2, el cual es transcrito de la hebra complementaria en la direccién indicada

en la figura.

L N.Clarke
www.chlamydiae.com

GRAFICO N©° 1: Plasmido criptico Chlamydial descrito inicialmente por
Lovett et al, (1980). Se indican los sitios de corte con enzimas de restriccion,
los marcos abiertos de lectura y el origen de la réplica. Con la posicién de los
8 marcos abiertos de lectura. Las bases de nucledtidos estadn numeradas

desde elinicio con 22 bases puricas repetidas en tandem .

FUENTE: (Osto O, et al,2003, p83).

- 13 -



2.2.6CICLO DE DESARROLLO DE LA CHLAMYDIA TRACHOMATIS

Chlamydia trachom atis presenta un ciclo de desarrollo que comprende dos
morfologias, una Illamada cuerpo elemental (CE) y otra que se conoce com o0
cuerpo reticular o de inclusién (CR). Los CEs miden alrededor de 300 nm,
son extracelulares, redondos electro densos bajo infectivos, antigénicos y no
proliferativos. EIl DNA dentro de ellos se encuentra altamente compactado
por la accion de dos proteinas semejantes a histonas.

Los CRs tiene wun tamafio variable que va desde 400 nm a lum, son
intracelulares, no infectivos ni antigénicos, metabdlicamente activos vy
representa la forma reproductiva de la bacteria. Microscépicamente el
citoplasma se observa granulosos y difuso, el material nuclear se aprecia de

aspecto fibrilar y relajado. Se precia una membrana externa y una interna por

lo que es considerada una bacteria Gram negativo.

El ciclo de desarrollo involucra la infeccion y entrada de la bacteria a células
eucariotas y su posterior replicacion dentro de wuna vacuola modificada
conocida como inclusién. Este ciclo ha sido dividido en varias etapas para su
estudio:
- Adherencia y entrada, transform acién prim aria (transformacién de Ces
a CRs),
- Divisién, transform acién secundaria (transformacién CRs a Ces) y

- Liberaciéon de los nuevos Ces.

Durante estas etapas existe una estrecha relacién entre la bacteria y su

célula huésped. A nivel molecular existen eventos que van desde el
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reconocimiento de ligandos y receptores, hasta la sefializacién y regulacién
del metabolismo.

El ciclo de desarrollo comienza con la interaccién delligando presente en la

superficie del CE con los receptores presentes en la <célula eucariotas
(adherencia), lo cual desencadena una serie de sefiales dentro de la célula
eucariota que culminara con la interiorizacién del CE dentro de una vacuola

fagocitica. En el caso de Chlamydia trachom atis, ambos procesos no tardan

mas de 15 min. en realizarse.

La vacuola fagocitica que contiene el CE es transformada porla bacteria y es
conocida como inclusién, evade la funcién fagolisosomaly se desplaza por el
citoplasma hasta localizarse en el ntcleo. Durante este trayecto, el CE se
convierte en CR y comienza a desarrollarse. Aproximadamente entre 6 y 8 h
después de la infeccion, el CR se encuentra plenamente desarrollado y se
divide, produciendo nuevos CR los cuales a su vez se desarrollan y dividen.
Entre las 24 y 48 horas de iniciado el ciclo, los nuevos CE son liberados al
medio externo, donde pueden infectar a las células vecinas e iniciar

nuevamente el ciclo.
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GRAFICO N°2: Ciclo de Desarrollo de la Chlamydia trachom atis.

FUENTE: (Gonzéalez B, 2011, pag. 1).

2.2.6.1 ADHERENCIA Y ENTRADA

La adherencia es el primer paso en la infeccién de la célula hospedera y se
desarrolla en dos eventos seguidos. EIl primero involucra una interacciéon
electrostatica reversible entre heparan sulfato glicosaminas presentes en la
membrana celular y la proteina de membrana externa OmpA de la bacteria.
El segundo evento es irreversible y significa el reconocimiento especifico
ligando-receptor entre el CE y la célula huésped, sin embargo las moléculas

implicadas no han podido ser identificadas.

Los candidatos para intervenir como ligandos son proteinas presentes en la

membrana externa de los Ces: la misma OmpA, asicomo OmcB yHsp70. E|
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receptor celular no han sido descrito, sin embrago algunos estudios
demuestran una asociacién importante entre el serovar E de Chlamydia.
trachom atis y la proteina disulfuro isomerasa (PDI), que forma parte del

complejo estr6geno receptor de las células polarizadas HEC-1B.

La internalizacién de los Ces a la célula después de la adherencia representa
un paso critico en elciclo de desarrollo de la bacteria. Varios mecanismos de
entrada a células no fagocitadas han sido descrito para Chlamydia
trachom atis:1) endocitosis mediada por clatrinas, 2) entrada mediada por
claveolinas, 3) fagocitosis directa, 4) pinocitosis generalizada, 5)
polimerizacion localizada de actina por un efecto secretado por TTSS
conocido como Tarp y 6) mecanismos relacionados como anexinas
dependientes de calcio y calmodulina. No hay un mecanismo exclusivo
debido a que no existen bloqueadores que impiden totalmente la entrada de
las bacterias, la Chlamydia trachom atis es capaz de presentar varios de

estos mecanismos de manera simultanea.

2.2.6.2 DIFERENCIACION PRIMARIA Y DIVISION CELULAR

Una vez dentro de la célula, los Ces se convierten en CRs. Transformacién
que involucra varios eventos. En primer lugar se produce el
desempaquetamiento del DNA de la Chlamydia trachomatis para su
inm ediata transcripcién y traduccién. Las proteinas parecidas a las histonas
como HctA y HctB deben ser eliminados del DNA bacteriano y esto se debe
a la accion 2C-m etileritritol 2,4ciclodifosfato, un metabolito de la via del
mevalonato (MEP) que actla como antagonista HctA, aunque se desconoce

cobmo rompe la interaccion DNA-HctB. Evento que sucede de manera
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inmediata a la infeccién 15 min después, en la que se expresa la primera
proteina clamidial. La Euo la cual se desconoce su funcién.

Durante la primera hora después de la infecci6bn se sintetizan varias
proteinas que participan en la translocacion de las moléculas (ADP/ATP
translocasa, olipeptidos, permeasas, acarreador de NTP's y D- alanina-
glicina permeasa), en la transform acién de m etabolitos (malato.
deshidrogenesa, nucleosido-fosfatohidrolasa y metioninamino peptidasa), en
la modificacioén de la inclusion (CT228, CT229 y CT149) y otras de funcién
desconocida. EIl objetivo primordial es establecer un sistema de adquisicion
de nutrientes y modificar la vacuola parasitéfora evitando asi la funcién

fagolisosom al.

La membrana de inclusioén es modificada por la insercién de varias proteinas
producidas por la bacteria, llamadas Inc unas se encuentran en la membrana
de la inclusién y otras en el interior de la misma, proteinas que son
reconocidas por anticuerpos de pacientes infectados. Su expresiéon puede
ser detectada dos horas después de la infeccion.

El CR aumenta su tamafio conforme avanza la sintesis de las proteinas
alistAndose para su division, que se da en un lapso de 14.16 horas después
de la infeccion. Al mismo tiempo la inclusibn aumenta de tamafio y ocupa
gran parte del citoplasma desplazando al ntcleo hacia la periferia. Momento
en el que se expresan varios genes metabodlicos asi como efectores durante

la infecci6n.
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2.2.6.3 DIFERENCIACION SECUNDARIA

La fase tardia del ciclo de desarrollo se caracteriza por la transformacién de
los CRs en nuevos CEs. Podemos encontrarlos en diferentes estadios de
maduracion de los CR dentro de la misma inclusién y durante las U0ltim as
hora del ciclo, la inclusién clamidial contiene tanto CR y como CE. A partir de
las 40 horas de post-infeccién se expresan aproximadamente unos 28
genes cuando la mayor parte de los CRs se han diferenciado. Dentro de los
cuales se encuentran las proteinas similares a las histonas HctA y HctB que
condensan el DNA en crom atina, y las proteinas de la membrana externa
ricas en cisteina OmcA y OmcB que forman el complejo OmpA en la
membrana externa. Y también cCT780, CT783, mtpA y mtpB gque
posiblem ente participan en la formacién del complejo membranal externo de

los Ces.

2.2.6.4 SALIDA

La liberacién de los Ces producidos representa la fase finaly la infecciéon de
las células vecinas cerrando de esta forma el ciclo de desarrollo. Esto se
puede dar por dos situaciones: la lisis total de la célula infectada o la
liberacioén de un parte de la inclusién envuelta en la membrana celular,

proceso denominado extrusién.

Se presenta la disgregacion de la membrana de inclusibn como resultado
final de la accién de las proteasas, la inclusién se rompe, liberando a las
bacterias dentro del citoplasma. Posteriormente se rompe la membrana

plasm atica en la cual participan algunas proteasas y depende dela
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concentracion de calcio extracelular, liberando Ilas bacterias y restos

celulares. Proceso que dura aproximadamente entre 15-20 min.

La extrusion es el empaquetamiento de varias bacterias en pequefias
vesiculas provenientes de la inclusién y su posterior liberacion de la célula
envueltas en la membrana celular. Es un proceso lento que dura de 2-3
horas dejando la célula intacta. Esto estd intimamente relacionado con la
polimerizacién de actina y proteinas clave en la formacién del anillo contractil
en la citocinesis: la Miosina Il, la proteina de sindrome neuronal W iskott-
Aldrich (N-W ASP) vy la GTPasa Rho, esta UGltima esta relacionada con la

liberacion de las vesiculas, debido a que participan inhibidores de las Rho

G TPasas forman extrusiones y quedan adheridas a la célula(Gonzéalez B,

2011).

GRAFICO N©°3: Mecanismo de salida de Chlamydia trachom atis. A: lisis de
la célula huésped. B:

FUENTE:(Extrusioén Tomado de Hybiske y cols, 2007).
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Antigenosclamidiales
Genero Comunesalas3 especies LPS
Especie Diferencia las 3 especies PME (MOMP)
Tipo Diferencia serovares de C. trachomatis PME (MOMP)

UL G T [T

GRAFICO N° 4:Estructuraquimica de la envoltura celular de C. trachom atis.

FUENTE: (Osto O. Sanchez R.2003).

2.2.7 EPIDEMIOLOGIA

La importancia epidemiolégica de la infeccién por Chlamydia trachom atis
radica en las caracteristicas clinicas que manifiesta, haciendo optimo el
tamizaje de las poblaciones de riesgo, como j6venes de ambos sexos con
conductas sexuales promiscuas (se ha establecido que Ila enfermedad
estaria presente en adolescentes y joévenes menores de 25 afios).(Vaca

N,2014,p 9).

Estudios realizados en un Centro de Salud de la policia nacional en Q uito -
Ecuador en el 2013, manifiestan una prevalencia de infeccién por Chlamydia
trachom atis que varia del 3 al 5% en mujeres. Si revisamos estas

estadisticas en mujeres se tiene que casiun 5% de j6venes asintom aticas de
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educacion secundaria se encuentran infectadas. Por otro lado un 10% de
mujeres que asisten a centros de planificacién familiar estan infectadas, asf
como mas del 20% de mujeres que asisten a casas de salud de atenciéon de

ETS (Vaca N, 2014, p 9,10).

En algunas ciudades de los Estados Unidos se han emprendido programas
de diagndéstico que han logrado reducir las cifras de prevalencia hasta un
30% ; sin embargo, se necesita de tamizajes mas intensos debido al tipo de
poblacién asintom atica que se puede presentar para la investigacién. En los
paises subdesarrollados no se dispone de estudios permanentes que

permitan establecer el grado de infecciéon.

Por otro lado, de los pocos estudios realizados se han logrado determinar
gue los grupos raciales afro-americano e hispano tendrian mas riesgo de
infeccion. De la misma manera, la infeccién por Chlamydia trachom atis se
encuentran fuertemente asociada a un bajo nivel socio-econdémico y a un

bajo nivel educativo (Vaca N,2014, p10).

En América Latina el problema delas ITS especialmente, de la infeccién por
Chlamydia trachom atis en adolescentes y adultos j6venes, esta limitada a un
pequefio nimero de estudios y a datos oficiales incom pletos de los paises de
la regibn. En muchos paises como por ejemplo Inglaterra y EE.UU, han
implementado estrictas campafias de prevencién y control con cribados al
menos wuna vez al afio, para detectar una infeccién por Chlamydia
trachom atis en todas las mujeres que se encuentran sexualmente activas,

asintom aticas y menores de 25 afios (Vaca N,2014, p70,71 ).
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Estudios europeos acerca de poblaciones de estudiantes de educacién
superior han encontrado una prevalencia que oscilan del 0-12 % de infeccién
por Chlamydia trachomatis. Es una de las enfermedades de transmision
sexual méas prevalente. En los Estados Unidos, las infecciones bacterianas
por Chlamydia trachomatis son las mas comunmente reportadas con 4.5
millones de casos anualmente.Las tasas de la infeccién van desde el 2,3%
hasta el 10% en estudiantes de educaciéon superior (Occhonero M, et al,

2015,p10).

En Argentina, los estudios acerca de poblaciones de estudiantes
universitarios son escasos Yy los valores de prevalencia de infeccién por
Chlamydia trachom atis informados oscilan entre el 0 % y el 4,5 % . En
Colombia, no se conocen datos reales de la prevalencia de la enfermedad

(Occhonero M, et al, 2015,p10).

La infeccion por Chlamydia trachom atis puede ser asintom atica en mujeres y
pudiendo causar dafios en el aparato genital vy reproductor con
complicaciones a largo plazo en la fertilidad, debido a que podria ocasionar
inflamaciones del cuello uterino llamadas cervicitis, 0 Enfermedad
Inflam atoria Pélvica o EPI, siendo la principal causa de abortos y esterilidad,
siendo la mujer ser el principal medio contagio, sin saber siquiera que estaba
enferma. Las mujeres tienen mayor riesgo de ser asintom aticas que los

hombres.
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Los profesionales de la salud utilizan métodos de diagno6stico de laboratorio
para detectarla presencia de Chlamydia trachom atis en las mujeres. Algunas
pruebas emplean muestras de orina y otras pruebas requieren de muestra de
células del cuello uterino. La Chlamydia trachom atis se puede curar con
antibi6ticos. Se recomienda que las mujeres embarazadas soliciten a su
m édico que les realice una prueba de deteccién de esta bacteria durante la
primera etapa del embarazo, si es tratado a tiempo se evitaran

com plicaciones para la madre y el feto durante el parto.

Las infecciones por Chlamydia trachom atis se dan en todas las sociedades,
esta enfermedad es mas comun en paises en desarrollo en una minoria,
grupos socio-econdémicos bajos y personas que vive en A&reas urbanas

(Ostos O .,et al,2003 p 86).

Otro problema ocacionado por la infeccién con Chlamydia trachom atis,
principalmente por el serotipo G, es elriesgo de desarrollar cancer cervical y
en los continentes africano y asiatico es la principal causade ceguera. EI
Linfogranuloma Venéreo es unainfeccién transmitida sexualmente que ocurre
con poca frecuencia en Norteam érica y Europa pero es mas comanen Africa,

Asia y Sudam érica (Ostos O ,et al,2003 p 86).

2.2.8 MECANISMO DE INFECCION

La Chlamydia trachom atis es una bacteria que puede soportar la accién de

aerosoles a temperatura ambiente y de igual forma puede soportar

condiciones de humedad elevadas, durante los periodos cortos de tiempo por
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esta razéon la transmisién persona-persona se puede dar especialmente en

situaciones de hacinamiento.

Aqui citamos cinco mecanismos de transmisién de Chlamydia trachom atis:

-Transmisiobn por contagio sexual,

-Transmisién de la bacteria porelcanal de parto,

-Pormedio de aerosoles con la formacién de pequefias particulas<10pym.

-Porinoculacién directa por gotas o particulas grandes y

- A través de fomites y superficies contaminadas.

De todos estos mecanismos la via de transmisién sexuales la mas comdadn.

Chlamydia trachom atis tiene un tiempo aproximado de vida de 12 a 30 horas
en lugares sélidos y de escasa humedad. También es posible una
transmision mano-mano desde los lugares que estan contaminados, aunque
el inoculo contagiado sea poco y su supervivencia se limita al5 minutos. E|
portador asintom atico y si la excreciones prolongadas del microorganismo

también favorecen la transmisién.

La infeccion por Chlamydia trachom atis se da cuando la bacteria emplea
las células para desarrollar sus ciclos reproductivos, para esto la bacteria

presenta dos form as:

. Cuerpos elementales, se encuentran en el medio externo de la célula
(extracelulares) y se adaptan almedio para mantenerse ‘'latentes' alli, son

la form a infectante que se contagia de una persona a otra.
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o Cuerpos reticulados, estas formas son no infectantes, metabdlicamente
activos, estdan adecuados para la tener una vida intracelular y son

capaces de reproducirse(Ramos B, 2011,p 11).

2.2.9 PERIODO DE INCUBACION

Se considera que la infeccién se puede llegar a desarrollarse entre 7 a 21
dias después del contacto con persona infectada por Chlamydia

trachom atis.

2.2.10 SEROTIPOS

Chlamydia trachom atis puede clasificarse en 15 serotipos con funciones
caracteristicas antigénicas del antigeno proteico de tipo. Existe una estrecha
relacion entre el serotipo y la enfermedad (forma clinica) que producen las
diferentes cepas de esta especie. Los serotipos encontrados son: A, B, Ba,

cC,b,E,F,G,H,I,J,K, L1, L2y L3 (Rodriguez M, etal2013, p381).

2.2.11 MANIFESTACIONES CLINICAS

La infeccion por Chlamydia trachom atis es asintom atica en la mayoria de
casos; pero se conocen dos principales cuadros clinicos frecuentes que
estdn asociados a la infeccion por esta bacteria, tanto en hombres como en

mujeres (Aleman L, et al.2010, p71).

Dentro de las infecciones causadas por Chlamydia trachomatis pueden

mencionarse:

* Linfogranuloma venéreo (LGV), producido porlos serotipos L1, L2,y L3.

* Tracoma, producido por los serotipos A, B, Bay C.
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* Infecciones 6culo-genitales, producido por los serotipos B 'y D a K.

* Neumonia delrecién nacido, producido por los serotipos D a K.

*» Sindrome de Reiter: uretritis, artritis, conjuntivitis.

Pueden tratarse de infecciones genitales causadas por el uso de lugares
himedos por ejemplo o bien por enfermedades de transmisién sexual, como
las uretritis no gonocoé6cicas y el linfogranuloma venéreo (Rodriguez M, et al

2013, p381).

Las infecciones por Chlamydia trachom atis se pude dividir en tres

categorfas: tracoma, LGV e infeccién perinatal.

TRACOMA:

Esta enfermedad se produce por los serovares A, B/Ba y C de Chlamydia
trachom atis, vy puede dividirse en 2 etapas: fase aguda o tracoma activo y
fase cronica. La fase aguda es mas frecuente en niffos mientras que la fase
crénica es mas frecuente comudn en adultos j6venes. La fase aguda tiene un
periodo de incubacién que oscila entre 5-12 dias, se caracteriza por una
conjuntivitis folicular de la conjuntiva del parpado superior y una descarga
mucoide. Que es mas facil de tratar que en la fase crénica que podria
aparecer hasta hinchazén del parpado y cicatrizaciéon de la conjuntiva, que

podrian deform ar el parpado (triquiasis).
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LINFOGRANULOMA VENEREO (LGV):

EILGV es una enfermedad de transmisién sexual causada por los serovares
L1,L2 (y sus geno-variantes reciente descritas 22, 2b, 2c, 2d, 2e, 2fy 2g )y
L3 de Chlamydia trachom atis que causa una infeccién sistémica que im plica

invasiéon de los nodos linfoides. Se pueden diferenciar tres fases:

\%

Desde los 3-30 dias después se caracteriza por lesiones ulcerativas
en la mucosa genital o pieladyacente. Esta lesién pudiere ser también
intrauretral, cervical o rectal produciendo uretritis, cervicitis o proctitis,
respectivamente. Generalmente en esta etapa no suelen presentar

sintomas o muy pocos.

> La segunda etapa se produce de 2-4 semanas después con una
linfoadenopatia inguinal eritem atosa y dolorosa, que pueden romperse
espontadaneamente, drenando el pus. Presentan m anifestaciones

clinicas com o fiebre, cefalea, mialgias, etc.

> La tercera etapa implica complicaciones serias como engrosamiento
hipertréfico crénico con ulceraciones de los genitales externos

pudiendo llegar a elefantiasis e infertilidad.

INFECCION OCULO-GENITAL:

Los serovares D, K de la Chlamydia trachom atis y no frecuentemente B y Ba
producen una amplia variedad de infecciones ¢6culo-genitales. En caso de
las mujeres embarazadas responsable de partos prematuros e infecciones

en elrecién nacido ocasionando conjuntivitis y neumonia.
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URETRITIS:

La Chlamydia trachom atis es la causante principal de las uretritis en elvarén
en un 22-55% . La infeccion por Chlamydia trachom atis se caracteriza por
pocos PMNs y ausencia de microorganismos. Finalmente el tratamiento
em pirico de la uretritis gonoco6cica con B-lactamicos, facilitara la eliminacién
de N. gonorrhoeae, pero no eliminara Chlamydia trachom atis facilitando

incluso la formaciéon de las formas aberrantes.

Cuando Chlamydia trachom atis se disemina desde la uretra al epididimo,
causa epididimitis que afecta alrededor de un 3% de varones infectados.
Caracterizado por un dolor testicular y escrotal unilateral. Observandose
generalmente en la fase aguda oligoespermia, pero no se ha confirmado que

produzca esterilidad.

Una respuesta inflamatoria da como resultado la artritis reactiva de origen
inmune. Los casos de infeccién primaria por Chlamydia trachom atis
asociados a los serovares D-K, también los casos asociados a la infeccién
por el genotipo L2b estan relacionados con la Linfogranuloma Venéreo
LG V(sindrome de Reiter). En estos pacientes hay un elevado nivel de
anticuerpos en suero y liguido sinovial frente a Hsp60. La uretritis también se
puede producir en mujeres y se caracteriza por disuria, piuria y miccién

frecuente que podria desencadenar en una infeccién urinaria.

CERVICITIS:

La cervicitis mucopurulenta causada por Chlamydia trachom atis en mujeres

es el equivalente a la uretritis no gonocécica del hombre. Alrededor del 70%
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de mujeres no presenta sintom atologia, siendo m as seria en los varones. En
las mujeres la infeccioén puede persistir por tiempos prolongados en el
aparato genital femenino. Esta infeccién puede hacerse crénica llegando
hasta el endometrio causando endometriosis, llegar hasta las trompas de
Falopio causando Salpingitis o peritonitis. O puede seguir avanzando
afectando otros 6rganos produciendo la Enfermedad Inflam atoria Pélvica que
trae como consecuencia a largo plazo dolor pélvico crénico, embarazo
ectopicos, prematuridad e infertilidad. Razén por la que se recomienda un

cribado sistem atico a mujeres de edad fértil.

La mayor probabilidad de desarrollar com plicaciones podria estar
relacionada también con el tipo de serovar. Existen serovares B, D, E, H, I, J
y K son dos veces mas propensos a la persistencia que los serovares F y G,
revelando la importancia del subtipado de los serovares de la Chlamydia

trachom atis en las infecciones genitales en mujeres.

INFECCION PERINATAL:

Inicialm ente afecta a las membranas mucosas de los ojos, produciendo
conjuntivitis, desarrollando conjuntivitis de inclusién que tarda de 5 a 12 dias
desde el momento de nacimiento, tras el contacto con la Chlamydia
trachom atis en el cuello uterino de la madre infectada, se observa una
inflam aciéon de la conjuntiva con un exudado claro o mucopurulento, pero se
puede tratar de 3 a 12 meses a pesar de que la infeccién subclinica
permanezca por varios afios. La neumonia se puede producir por la
diseminacion desde Ila nasofaringe de los recién nacidos de madres

infectadas(Rodriguez M, et al 2013, p381).
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2.2.12 SISTEMA INMUNITARIO

El sistema inmunitario innato es la primera linea de defensa contra la
invasién microbiana. Antes de la adquisicién del anticuerpo especifico para el
agente invasor, antigenos especificos y a las respuestas inmunes mediadas
por células, los componentes de inmunidad innata reconocen y responden a
estructuras conservadas que se encuentran presentes en diferentes

microorganismos.

Respuesta inmune humoral durante la infeccién por Chlamydia trachom atis
con relacién a la respuesta humoral frente a Chlamydia, se ha encontrado
gue existe mayor produccién de anticuerpos Inmunoglobulina G (lgG) en
mujeres con infertilidad y patologia tubarica con presencia de Chlamydia
trachom atis, frente a aquellas mujeres que no tienen esta infecciéon, pero no
se conoce con seguridad si este tipo de respuesta humoral es protectora o

estd por elcontrario asociada a mayor susceptibilidad.

Actualmente existen técnicas para la deteccion de anticuerpos anti-
Chlamydia y la relacion con infertilidad, ya qgue existen un porcentaje alto en
un 70% de mujeres con oclusién tubarica, siendo el mas coman la detecci6n
de I1gG anti-CHSP60. Modulacion de la respuesta inmune del huésped
emplea mecanismos para desviar la respuesta inmune y producir cambios
celulares que permitan su supervivencia para perpetuar la inflamacién. Uno
de Jlos mecanismos que utiliza Chlamydia trachom atis para evadir la
respuesta inmune de reconocimiento y destrucciéon por los linfocitos T

citotéoxicos es la regulacién negativa de la expresion.
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Durante la infeccién, algunas proteinas se translocan al ntcleo de la célula
huésped y se asocian con la crom atina; su actividad enzim atica perm ite unir
grupos m e tilo a residuos de lisina de las histonas produciendo
m odificaciones en la acetilacién, fosforilacién y m etilacién, contribuyendo a la
activacion o supresion de genes de forma directa o indirecta, por un cam bio
en la estructura de la crom atina, esto permite a las bacterias resistir a los

mecanismos inmunolégicos de huésped.

Chlamydia trachomatis modifica en forma negativa la respuesta de NF-B
m ediante su interaccién con la proteina inhibidora B, para favorecer su
supervivencia dentro de la célula huésped debido a que evita la expresion de
los genes que codifican para citocinas proinflam atorias, quimiocinas,
moléculas de adhesion y reguladores de apoptosis, ya que el objetivo
principal que tiene es reclutar macr6fagos y polimorfonucleares, cuyo

propdésito es la erradicacion de la infeccién.

Por Gltimo, la Chlamydia trachomatis incrementa la duracién de los
polimorfonucleares, la produccién de citocinas y metaloproteinasa-9 de
m atriz (MMP9) via dependiente de TLR-2, a mé&s de encontrarse con una
gran actividad de la oxidasa fagocitaria, con una mayor produccién de
especies reactivas de oxigeno (EROS), lo cual se encuentra asociado con

lesi6on tisular(L6pez M, et al, 2012,p348).

El enlace de M B conocida como una molécula de reconocimiento de patrén
en la defensa del huésped de primera linea, presente en la membrana
externa. E|l efecto inhibidor es mediado por la manosa. El gen humano de
MBL (MBL2) presente en el cromosoma 10 (q21-24), y los polimorfismos
funcionales identificados en el exén 1. EIl sitio del polimorfismo MBL mas

comuUn en las poblaciones blancas estd presente en elcodé6n 54. EI MBL se

- 32 -



encuentra en concentraciones muy reducidas en la circulaciéon y en elliquido

vaginal (Soto C, 2010,p46).

Tanto las células epiteliales como Ila circulacion de <células del sistem a
inm unitario innato, poseen Receptores de Reconocimiento de Patrén (PRR)
enlazados a la superficie celular o intracelular. Existen dos familias que
sobresalen: la familia del receptor tipo Toll (TLR) y las proteinas de dominio
(NOD) de oligomerizacion de enlace de nucleé6tido. Los PRR reconocen vy
enlazan al agente patégeno con los Patrones Moleculares Asociados,
también conocidos como Patrones Asociados a Microorganismos Patégenos
(PAMPs), que son componentes de los organismos extrafios(Soto C,

2010,p46).

El enlace de un PRR a su PAMP produce varias reacciones intracelulares,
incluyendo la cascada de transduccién de sefialcon el Factor Nuclear (NF)-B
como el producto final. EI NF-B capaz de enlazar en el nlucleo secuencias
especificas de DNA, aumentando de esta manera la produccién de citocinas
pro-inflam atorias. Debido a que PRR diferentes reconocen otros PAMPs, el
sistema PRR permite la iniciacion de la respuesta inmune innata de una
manera flexible y compleja. Cuando un agente agresor ingresa alcuerpo, las

células epiteliales son la primera linea de defensa (Soto C, 2010,p46).

2.2.13 INMUNIDAD ADAPTATIVA

El sistem a inm unitario adaptativo es un sistema especifico, que se desarrolla
luego del primer contacto con un agente patégeno. Construye una memoria
contra el patégeno, que es responsable de una rapida respuesta inmune tras

la re-infeccidén.
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Se han identificado 11 TLRs diferentes. Las PAMPs de todos los TLRs, salvo
TLR10, son conocidas. EIl enlace de un TLR a su PAMP inicia la inmuno-
respuesta activando la cascada de transduccién de sefialdel NF-B8. EITLR?2
es el PRR para el componente péptido glucano de Chlamydia trachom atis, y
TLR4 es el PRR para los componentes lipopolisacaridos (LPS) y proteinas de
choque térmico de Chlamydia trachomatis. EI TLR9 reconoce al DNA
bacteriano. Esto sugiere que estos TLRs pueden desempefiar un papelen la
defensa del huésped contra infecciones de tracto genital por Chlamydia

trachom atis o polimicrobial (Soto C, 2010, p49).

2.2.15 DIAGNOSTICO

Las infecciones causadas por Chlamydia trachom atis pueden ser
diagnosticadas a través de una deteccidon directa de antigenos en muestras

clinicas, por técnicas genéticas, cultivo o por serologia.

El diagnd6stico de la infeccién se evidencia adecuado a un examen fisico de
la persona sospechosa de la enfermedad, pero la confirmacién del mismo se

da especialmente por pruebas de laboratorio como son:

. A través de Tincion de muestras de exudado, la técnica em pleada
es por IFD Inmunofluorescencia Directa, para visualizar la presencia
de cuerpos de inclusién. Pero, su eficacia y practicidad no es la mas

adecuada como método de diagndéstico en grandes poblaciones.
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Cultivo de células para detectar Chlamydia trachom atis, no es la
mas indicada ya que necesita de condiciones muy rigurosas de
preparacion del cultivo, el medio de cultivo empleado es el McCoy
para el aislamiento de Chlamydia trachom atis o un cultivo de lineas
celulares Hela 229, esto se lo puede realizar solamente en
laboratorios de alto nivel de com plejidad y la sensibilidad como prueba
es variable entre 60-80% .

Prueba de ELISA (ensayo de inmuno-absorcién ligado a enzimas)
para detectar la presencia de Chlamydia trachom atis, perfeccionado
en muestras de exudado, su ventaja es la de poseer una gran
especificidad (90-97% ) y una regular sensibilidad (60-80% ), se adecua
altamizaje de grandes poblaciones (Ramos B, 2011, p16, 20).
Ensayos de hibridacién de ADN, su importancia es similar a la
anterior prueba, y mantiene similares niveles de wespecificidad vy
sensibilidad, esta prueba es empleada con mas frecuencia en pruebas
de diagndstico en muestras uretrales y rectales.

Ensayos de am plificacién de m aterial genético, que emplean las
pruebas PCR (reaccion en cadena de polimerasa) convencional o en
la actualidad contamos con nuevas técnicas de diagno6stico como la
PCR Tiempo Real o LCR (reacciobn en cadena de ligasa), para
am plificar el material genético de la bacteria obtenido a partir de
muestras de orina y/o de secreciones. Esta es una prueba muy
especifica y sensible, detectando hasta el 90-95% de las infecciones,
este método estd considerado como el método de eleccién para el

diagndéstico de la infeccion (Ramos B, 2011, pl6, 20).
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2.2.16 TRATAMIENTO

Este tipo de infeccion requiere de un tratamiento que debe ser siempre
prescrito y supervisado por un médico profesional. Los protocolos de
tratamiento varian de acuerdo en Jlos diferentes paises. Pero, existen
caracteristicas especificas de tratamiento que también son aplicables a otras

enfermedades de transmision sexual ETS como en este caso:

* Cumplimiento del tratamiento en su totalidad, de acuerdo a Ila
prescripcioén médica, ya sea en cuanto al esquema del tratamiento y al

tiem po de duracién.

* ldentificar a la(s) pareja(s) sexual(es) de la persona infectada, con el fin
de considerar la necesidad del tratamiento y de esta manera evitar la

diseminaciéon de la enfermedad.

+ Concientizar en elcambio de comportamientos sexuales de riesgo.

* Mientras el tratamiento se Illeva a cabo, y no se ha tratado a la(s)
pareja(s) sexual(es) de la persona infectada, evitar en lo posible tener

relaciones sexuales o utilizar preservativos si desea mantenerlo

teniendo.

El tratamiento se realiza con antibiéticos suministrado por via oral, pueden
consistir en Azitromicina en una sola dosis o Doxiciclina en tres dosis diarias
durante una o dos semanas. Es importante nunca auto medicarse porque
s6lo el médico es el que sabe que tratamiento es efectivo y en que dosis se

debe tomar, de acuerdo a cada caso particular (Villacrés S. 2013p 22).
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2.2.17 COMPLICACIONES

Las complicaciones se presentan cuando no se ha identificado el cuadro
clinico de Clamidiasis en la persona infectada, ocasionando una demora en
el tratamiento que a la larga supone el compromiso de otros 6rganos. La
posibilidad de re-infecciones, la persistencia de conductas sexuales
riesgosas y la presencia de nuevos serotipos se han considerado como

causa de las complicaciones de la infeccién, agui mencionamos:

* En el varéon: La infeccion puede llegar hasta el epididimo, y ocasionar
un proceso inflamatorio-infeccioso que a la larga puede producir una
disminucién y/o obstruccion considerable de la luz del conducto, lo que
se traduce en infertilidad, sobre todo en varones menores de 35 afios.
También puede haber compromiso testicular. Algunos autores indican
gue ha llegado afectar hasta la préostata, sin embargo, esta inform acién
no ha sido comprobada. La presencia de infeccién en la zona rectal
(Proctitis), se presenta en la mayoria de veces como asintom atica, pero

se han descrito sintomas como secreci6én mucosa, diarrea y rectorragia.

* En la mujer: se presenta complicaciones con mayor severidad y la
posibilidad de tener secuelas. La diseminacién vertical puede ocasionar
endom etritis, salpingitis que al producir inflamacién de la luz de |la
trompa de Falopio dando como <consecuencia la posibilidad de
embarazo ectopico o infertilidad siendo tres veces mayor que en elcaso
de gonorrea. La infeccion de la cavidad abdominal por esta bacteria
ocasiona un proceso inflamatorio-infeccioso crénico conocido como
enfermedad inflamatoria pélvica (EIP) que se caracteriza por dolor
pélvico (en abdomen bajo), uretrorragia y fiebre, cuyo tratamiento es

bastante largo y no siem pre efectivo. El cuadro puede variar desde una
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enfermedad leve hasta un cuadro de peritonitis pélvica. Por Ultimo, se
ha determinado que la infeccién por Chlamydia durante la gestaciéon
puede causar rotura prematura de membranas y parto prematuro,

adem s da lugar a la posibilidad de aborto.

Es importante mencionar que la madre puede transmitir la bacteria al bebe
durante el momento del parto, lo que ocasionaria la presencia de infecciones

conjuntivales y del tracto respiratorio.

La artritis reactiva presenta un cuadro clinico con un grupo de sintom as
com o artritis, derm atitis y uveitis que se evidencia luego de la infeccién por
variados gérmenes, entre ellos Chlamydia trachom atis. Se trata de una
reaccion exagerada de la produccién de anticuerpos por parte del sistem a
inm unitario, que ataca estructuras como son la capsula articular, la piely la
Gvea ocasionando su inflamacién y consecuente dafio (Ramos B.2011.

P16,20).

2.3 PCR EN TIEMPO REAL CUANTITATIVA (gPCR)

PCR cuantitativa.-gPCR (del inglés quantitative Polymerase Chain Reaction)
o PCR en tiempo real (del inglés real time PCR) es una variante de la
reaccion en cadena de la polimerasa (PCR) utilizada para am plificar y al
mism o tiem po cuantificar de forma absoluta el producto de la am plificaciéon de

adcido desoxirribonucleico (ADN).

Para ello emplea, un molde de ADN, al menos un par de cebadores
especificos, dNTPs, un tampoén de reaccién adecuado, y wuna ADN
polimerasa termoestable de igual manera que en la PCR convencional; la

diferencia es que a dicha mezcla se le adiciona una sustancia marcada con
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un fluor6foro, el mismo que en un termociclador gue contenga sensores para
medir fluorescencia tras excitar el fluoré6foro a la longitud de onda
correspondiente que permita medir la tasa de generacién de uno o mas

productos especificos (Tamay de Dios L, et al,2013,p 72).

Esta medicion, se realiza luego de cada ciclo de am plificacioén razén por la
que se denomina PCR en Tiempo Real. En muchos casos el molde que se
utiliza para la PCR Cuantitativa no es de ADN, sino que puede ser ADN
complementario (ADNc), de hebra simple, obtenido por retro-transcripcion de
acido ribonucleico (ARN) y la técnica que se emplea RT-PCR cuantitativa,
RT-PCR en tiempo real o RT-Q-PCR. Debe evitarse la confusion con la
técnica denominada PCR tras transcripcioén inversa (RT-PCR, del inglés
reverse transcriptase PCR), aqui se realiza un paso de retro-transcripcion de

ARN a ADN pero que no necesariamente cuantifica el producto a tiempo real.

La PCR cuantitativa es la técnica méas moderna para el estudio de la
expresién génica, junto a chip de ADN. Se han desarrollado numerosos
sistemas de estandarizacion para cuantificar de forma absoluta la expresién
génica, comunmente se orientan a la cuantificacién relativa del gen de
estudio respecto de otro, denominado normalizado, seleccionado por su
expresion casiconstante; estos genes suelen denominarse, en inglés, house-
keeping genes, los mismos que suelen involucrarse en funciones béasicas en

la supervivencia celular, lo que se denomina expresion constitutiva.(Tam ay

de Dios L, et al,2013,p73).

Los genes normalizadores m as utilizados son los que codifican para las
siguientes proteinas: tubulina, gliceraldehido-3-fosfato deshidrogenasa,

albumina, ciclofilina, RNA ribosom ales, etc.
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Hay que considerar en cuenta que cada ciclo de la PCR se lleva a cabo en
tres etapas principales: desnaturalizacién, hibridacién y extensiéon. A

continuacién se explica con detalle lo sucede en cada una:

2.3.1 Desnaturalizacién

En esta primera etapa, las cadenas de ADN se separan calentandose a una
tem peratura de 95 °C durante 20-30 segundos; eltiempo va a depender de la
secuencia del templado, si la cantidad de G -C es muy alta, serda necesario
emplear méas tiempo para romper sus uniones, las C-G requieren mas tiempo
gue las A-T ya que tiene un enlace mas. La velocidad del termociclador en
aumentar su temperatura sera la importante ya que esto varia de acuerdo al
modelo del equipo. Al final de esta etapa las cadenas se encuentran
separadas y serviran como templado para el siguiente paso (Tamay de Dios

L, etal,2013,p 74).

2.3.2 Hibridacién.

En esta etapa, se alinean los primers en el extremo 3’ del templado
anteriormente separado e hibridan con su secuencia complementaria. Es
necesario que la temperatura de hibridacién o temperatura melting (Tm) sea
la 6ptim a para que se forme el complejo templado-primers; ésta
generalmente oscila entre 50-60 °C. Sieldisefio de los primers es elcorrecto
y la temperatura es la adecuada, la estabilidad y especificidad del com plejo

sera eficiente.

2.3.3 Extensién.

En esta Gltima etapa, la Taq polimerasa actia sobre el complejo templado -
primers y empieza a una velocidad muy rapida su actividad catalitica y con la
ayuda de dNTP’s complementarios crean las cadenas completas de ADN. La

extensién de las cadenas van en direccién de la sintesis del ADN, esta es de
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5’ a 3'.La temperatura 6ptima para la reaccién es de 72 °C, ya que a esa
tem peratura la enzima es funcional. Al final del ciclo, habremos obtenido los
amplicones con un tamafio dictado por el numero total de pares de bases

(pb), que serdn conocidos por la persona que investiga. (Tamay de Dios L, et

al,2013,p75).

Etapas de la PCR

Desnaturalizacion: Apertura de la doble cadena
Alineamiento: Anilaje de pimers
Extension: Generacion de la nueva cadena

Desnaturacion Desnaturacién
94 ¢

Lol S

100

Extension

0 50-60°C

Anillaje

Temperatura

Tiempo

GRAFICO N°5: Etapas de la Am plificaci6n PCR Tiempo Real

FUENTE: http://es.slideshare.net/LU_CG G /clase-3-28137096

Un diagrama de am plificacion es una grafica en la cual se evidencia la sefal
de la fluorescencia contra el nimero de ciclos. En los ciclos iniciales de PCR,
existe un pequefio cambio en sefialde fluorescencia, el mismo define la linea
de fondo para el diagrama de la amplificacién. Un aumento en la
fluorescencia sobre la linea de fondo indica la deteccién del producto

acumulado de PCR (Sandoval A, et al, 2010, p8).

- 41 -



2.4 TERMOCICLADOR PCR TIEMPO REAL

El termociclador PCR Tiempo Real es un equipo con un software sofisticado
que brinda una eficiencia de alta calidad, este equipo le da un excelente
rendim iento y fiabilidad. Es ideal para los laboratorios que realizan
diagnostico e investigacién. Tiene la caracteristica que implica la deteccién
de 101 copias / mla 1.010 copias / ml, no s6lo se puede am plificar y detectar
sino que hacer un anélisis cuantitativo de la muestra am plificada. Una unidad

de alta sensibilidad que ofrece una precisién de clase mundial.

El equipo de tiempo real tiene capacidad para analizar hasta 96 muestras
simultdneamente partiendo de una cantidad inicial de DNA o con diluciones
seriadas del mismo, generando curvas. Asimismo, tiene la capacidad de
detectar simultAneamente cinco filtros de emisién y cinco filtros de excitacion

distintos (Sandoval A, et al, 2010, p 9).

GRAFICO N°6: Termociclador Tiempo Real

FUENTE: Autora
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2.5 FUNDAMENTO DEL METODO

La PCR cuantitativa se realiza en un termociclador que tenga una capacidad
de hacer incidir sobre cada muestra un haz de luz de una longitud de onda
determinada y de detectar la fluorescencia emitida por el fluorocromos
excitado. Los termocicladores incorporan un lector de fluorescencia y estan
disefiados para poder medir, en cualquier momento, la fluorescencia em itida
en cada uno de los viales donde se realice la am plificacién. Los sistemas de
deteccion por fluorescencia empleados en esta técnica pueden ser de dos
tipos: agentes intercalantes y sondas especificas marcadas con

fluorocromos.

El proceso de PCR en Tiempo Real por lo general consiste en una serie de
cambios de temperatura en una primera etapa de 50°, una segunda de 95°C
y un tercera etapa que a su vez que comprende dos fases o etapas: la
primera a 95°C y la segunda a 60°C. En esta Ultima etapa se puede

evidenciar las primeras curvas de am plificacion en tiempo real.

La PCR Real Time es la deteccién y cuantificacion de un reportero
fluorescente, cuya sefial aumenta en proporcién directa a la cantidad de
producto de PCR en la reaccién. Con el empleo de un termociclador que
tiene acoplado un sistema de deteccién que es capaz de adquirir y cuantificar

la sefial emitida por el reportero al final de cada ciclo para cada muestra.

(Cortdzar M, Silva E, 2004, p 9).
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GRAFICO N°7:Diagrama de am plificacién PCR Tiempo Real

FUENTE: Autora

Los datos de la PCR Real Time se adquieren cuando la am plificacién se
encuentra en la fase exponencial. Esto estd determinado por la identificacion
del numero de ciclos en donde la intensidad de emision del fluor6foro
aumenta con relacién alruido de fondo. (background). Este nimero de ciclos
se llama ciclo umbral (Ct: threshold cycle). EI Ct estd determinado en la fase
exponencial de la reaccién, lo que le hace mas confiable que las mediciones
en PCR punto final convencional. EIl Ct es inversamente proporcional al
nimero de copias del DNA blanco es decira mayor concentracién de blanco,

menor Ct medido.

La grafica de logaritmo del numero inicial de copias del blanco para un
sistema de estandares contra Ct es una linea recta. La cuantificacion de la
cantidad de blanco en las muestras desconocidas se obtiene midiendo el Ct
y utilizando una curva estandar para la determinar el inicio del nimero de
copias. Todo el proceso de calcular los Cts, de preparar una curva estandar,
y de la determinaciéon del niumero de copias iniciales para las muestras es

realizado por un sistema software del Termociclador Real Time empleado.
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El software calcula el Ct para cada reaccion. Los valores de Ct se trazan
contra el logaritmo de la cantidad inicial de DNA para dar la curva estandar.
Para esto se emplea diferentes diluciones de un gen generalmente es un
“house-keepinggen” que se exprese en la mayoria de tejidos como por

ejem plo la B-actina.

- CURVA ESTANDAR
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GRAFICO N°8:Estos dos diagramas y junto con la grafica de am plificacion

ilustran los principios basicos de la cuantificacién en tiempo realde PCR.

FUENTE: (Cortdzar M, Silva E, 2004, p 11).

Recopilado se puede decir que mientras mas alta es la cantidad inicial de
DNA, mas pronto se detecta el producto acumulado en elproceso de PCR y
por ende mas bajo es el valor de Ct. Los valores de Ct son reproducibles en
la replicas porque el umbral se elige en la fase exponencialde la PCR y esto

se demuestra en la grafica de am plificacion, la regién en la cual existe una

relacion Jlineal entre ellogaritmo delcambio en fluorescencia y el nitmero de
ciclo. En la fase exponencial, los componentes de la reacciébn no estan
limitados y las reacciones de replicacion es muestran resultados

reproducibles y uniformes.
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2.6 GENES ESTANDARES

La PCR Tiempo Real utiliza un control interno que es un gen cuya expresion

no cambia, este debe cum plir con las siguientes caracteristicas:

- Este gen debe tener elmismo numero de copias en todas las células.
- Debe expresarse en todas las células delcuerpo.

- Un nimero de copias intermedio es muy ventajoso.

Se puede decir que no existe un estandar perfecto por lo que el estandar que
se utilice debe ser validado por la muestra, debe ser capaz de dem ostrar que
la expresién del mismo no cambia significativamente en las células o tejidos

cuando estan sujetos a las reacciones de experimentos que se pretenden

som eter.

Entre los estandares o controles endégenos mas usados estan:

- ARN Ribosomal (rRNA)

- G liceraldehido-3-fofato dehidrogenasa,

- Beta-actina,

- MHC | (complejo de mayor histocom patibilidad),
- Ciclofilina,

- rRNAs 28s o0 18s (RNAs ribosomales). (Cortazar M, Silva E,2004,p16 )

Se les puede clasificar como:

2.6.1 Genes constitutivos
Los genes como de la gliceraldehido-3-fosfato deshidrogenasa (GADPH)
y de la B-actina, son los mas utilizados. Sin embargo, debido a Ila
sensibilidad de la PCR en tiempo real, se ha observado que en practica,

algunos procesos biolégicos o también el uso de diferentes tipos de
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células se van a ver afectada en su expresién. Por lo tanto, es
prescindible validar la estabilidad de expresiéon del gen control em pleado
en base de un experimento a realizar antes de llevar a cabo la

estandarizacion.

.2 Genes del ARN ribosomal (ARNT)

Frecuentemente, se emplea el 18S. Estos ARNr son sintetizados por
medio de una polimerasa distinta a la que sintetiza los ARNM, por
consiguiente la expresion del ARNTr se encuentra menos afectada por el

tratamiento a las que se encuentran sometidos las muestras.

.3 ARN total

La cantidad del ARN total se usa para estandarizar la expresiéon de
genes. Esta estandarizacion presenta dos inconvenientes. El primero que
es la cuantificacioén del ARN tiene gque ser muy exacta, por lo que los
m étodos espectrofotom étricos que se emplean rutinariamente no pueden
ser utilizados y el proceso de norm alizacion depende precisamente de la
cuantificacion del ARN. EIl segundo es la concentracion del ARN total se

encuentra esta afectada por distintos procesos celulares.

.4 ARNmM multiples

Se emplean varios genes constitutivos y se obtiene un factor de
norm alizacién que proviene de la media de los niveles de expresién. La
utilizacion de varios ARNM constitutivos transforman en el método mas
aceptado en la actualidad para normalizarlos datos en la expresiéon
génica, reducen los problemas mencionados con los otros métodos

(Aguilera P, et al, 2014).
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Los ciclos iniciales de la PCR se caracterizan por un aumento exponencialen
la am plificacion del blanco. Al ser limitados los componentes de la reaccién,
el indice de am plificacion disminuye hasta que se alcanza una meseta vy

como consecuencia hay poco o nada de producto am plificado.

En la fase exponencial ninguna de los componentes de la reaccién estan
limitado, por lo tanto los valores de Ct son muy reproducibles para las
reacciones que inicien con el igual nimero de copias. Esto conlleva a una

m ayor precision en la cuantificacion del DNA o RNA.

La deteccién de la fluorescencia en los sistemas de software permite que el
Ctsea evidente mientras la am plificacién estd todavia en la fase exponencial.
Por esta razén el Ct es una medida mas confiable del nitmero de copias que
comienza, comparando con una medida del producto acumulado mediante

PCR punto final.

El valor de Ct proporciondé la informacién mas importante de la reaccién, ya
que permite calcular la cantidad de ADN inicial. M as ADN inicial mas pronto
se llega alumbralen nimero de ciclos. A menor Ct, mayor cantidad de ADN

molde inicial. (Cortazar M, Silva E,2004, p 26).

UMBRAL.- Nivel para elcualla am plificacioén es la mejor para la deteccién.
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GRAFICO N°9: Esquema de las fases y diagrama de am plificacién del PCR

Tiempo Real

FUENTE: https://www.youtube.com /watch?v=e74YYdSHrayY

2.7VALOR DE CT

El Ct (cycle threshold), nos indica el nimero de ciclos necesarios para que
una curva alcance un umbral en la sefial de fluorescencia. Los Ct
comparados de las muestras analizadas permiten calcular la diferencia en la
cantidad inicial de las moléculas del ADN o ADNc especifico que se desea
estudiar, ya que a mayor cantidad del ADN blanco existente en la muestra,
menor sera el numero de ciclos (Ct) que se requieran para alcanzar este
umbral. Se debe considerar que el Ctes un valor directamente proporcional a
la cantidad inicial del ADN blanco a partir del cual se puede calcular la

cantidad del ARNm o del ADN.

- 49 -


https://www.youtube.com/watch?v=e74YYdSHraY

El valor de Ct puede ser obtenido de manera autom atica por el Software del
equipo mediante diferentes algoritmos o bien se puede asignar de forma
manual. EI Ct es un valor de fluorescencia, que podria ser afectado por
caracteristicas propias del equipo detector, como son los filtros utilizados, la
ganancia, el tiempo de vida de la lampara, entre otros, por lo que se hace

posible comparar valores de Ct entre diferentes experimentos y/o equipos.

Para evaluar la cantidad del ADN de interés, se considera la eficiencia de la
am plificacion. En el caso méas simple, la eficiencia de la am plificacion es
100% , es decir, el Ct se determina soé6lo durante la fase geom étrica de la
am plificacion donde ésta es 100% eficiente. Si se asume esta eficiencia, la
proporcién entre la cantidad inicial de copias del ADN blanco entre dos

muestras diferentes se calcula como:

[NoJA/[NoO]B = 2(ACt)

Donde:
[No]JA = nidmero inicial de moléculas del ADN en la muestra A
[No]B = numero inicial de moléculas del ADN en la muestra B

ACt = la diferencia entre CtB-CtA

SielCtde la muestra A es tres veces mayor que elde la muestra B, en otras
palabras, B requiere de tres ciclos adicionales para alcanzar elmismo umbral
de fluorescencia que A, eso quiere decir que hay 8 (2 x 2 x 2) veces mas

ADN blanco en la muestra A que en la B.

La fé6rmula 1 s6lo se puede utilizar en la fase geom étrica cuando la eficiencia

es 100% .

- 50 -



Sin embargo, en los casos experimentales la eficiencia no siempre es el
100% , razdén por la que es necesario incluir la eficiencia de la reaccién en la

féormula:

[INoJA/[No]B = (1+E)(ACH)

Donde

E es la eficiencia de la reacciéon (validacién de los ensayos de la PCR en

tiempo real).

Dicha eficiencia de am plificacion debe considerarse para tener una
cuantificaciéon confiable. Al inicio, se consideraba que era suficiente elegir
valores de Ct en la fase geom étrica para asumir una eficiencia total. Sin
embargo, en la mayor parte de los casos experimentales no la presentan, es
necesario calcularla para lograr un factor de correcci6bn que impida una

sobreestimaciéon de la concentracion del ADN inicial.

La eficiencia de la reaccion de la PCR se calcula usando una “curva’

proveniente de la am plificacioén de una serie de diluciones de un estandar, la
desviacién estdandar entre los diferentes puntos debe tener un valor de Ct

menor a 0.2.

La recta esta descrita por la siguiente ecuacién:

Ct=klog (NO) + Ct (1)

Donde

Ct (1), corresponde a wuna dilucion del estandar que contiene una sola

molécula del ADN blanco. La eficiencia de la reaccion se calcula con la

siguiente formula: E = 10-1/k -1
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Cuando la pendiente (k) de la recta obtenida es cercana o igual a -3.32, la

eficiencia de la am plificacioén es igual a 100% .EIl valor calculado de E debe

sustituirse en la ecuacion.

El método es wutilizado comunmente para cuantificar la eficiencia de la
reaccion de la PCR. Existen muchos autores que opinan que puede
sobreestimar elvalor de E. En la actualidad, adem as de la curva estadndar se
recomienda involucrar algun método alternativo para establecer la eficiencia
con el fin de confirmar (especialmente en los ensayos de cuantificacién

relativa).

Cinética de amglificacién de la PCR
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GRAFICO N° 10: Cinética de am plificacion de la PCR. Durante los ciclos
iniciales de la PCR no hay cambios significativos en la intensidad de la
fluorescencia emitida, por lo que es indistinguible el ADN amplificado y el
ruido basal, pero permiten fijar la linea base. En la siguiente etapa, aumenta
la cantidad del ADN amplificado y la sefal fluorescente. El punto donde se
observa un sensible incremento en la fluorescencia se conoce como fase
inicial, la cual es el origen de la fase logaritm ica o] geom étrica.
Posteriorm ente, inicia la fase lineal en la cualla eficiencia de am plificaciéon no
es constante. Finalmente, se llega a la fase estacionaria donde el producto

obtenido permanecerd constante aungque se aumente elnitmero de ciclos.
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FUENTE: (Aguilera P, Tachiquin M, Rocha M, Pineda B 'y Chanez M, 2014).

2.8 ENSAYOS DE CUANTIFICACION
E xisten dos tipos de cuantificacion para PCR en tiempo real, la absoluta y la
relativa. En donde se utiliza el valor de Ct para determinar la cantidad del

ADN o ARN para los dos tipos de cuantificacion.

2.8.1 Cuantificacién absoluta

La cuantificacion absoluta es usada para determinar cargas virales, para
determinar la presencia de agentes patégenos y transgénicos. Este tipo de
ensayo permite establecer elnitmero exacto de moléculas del ADN o ARN en
una muestra. Para esto se requiere una muestra con una cantidad exacta en

ng/pL, pumol/ pL, numero de copias o equivalentes gendémicos, como

estandar absoluto externo.

El estandar puede ser una secuencia del ADN de doble cadena o sencilla, un
ADNc, un producto am plificado por la PCR de ADN de interés clonado en un
pldasmido, un producto de la PCR convencional o la sintesis directa de la
secuencia del ADN blanco. EIl estandar externo se debe usar para hacer
diluciones seriadas y obtener una curva, a partir de los valores de Ct
adquiridos para cada concentracién y su logaritmo correspondiente. Esta
curva de calibracién permite interpolar directamente los valores de Ct de las

muestras estudiadas y obtener su concentracién.

2.8.2 Cuantificacion relativa

Este tipo de cuantificacion se emplea para ensayos de expresiéon génica. Se
parte de los niveles del transcrito o ARNmM de las muestras, por lo que es
importante realizar la transcripcién reversa (RT) y los ensayos se conocen

como RT-PCR en tiempo real. Este tipo de cuantificacién nos permite medir
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los cambios en el estado basal de un gen de interés contra un gen de
expresion constante que actua com o control. La diferencia con la
cuantificacion absoluta estda en que no se parte de una cantidad conocida de
ADN, sino de un control enddgeno o gen constitutivo. Debido a que no se
conoce la cantidad absoluta del control interno, sélo se pueden determinar

los cambios relativos delgen de interés con referencia algen enddégeno.

2.8.3 Método com parativo de Ct (2-AACt)

Es un modelo matem atico que calcula los cambios de expresién génica com o
un cambio relativo en este meétodo (numero de veces) entre una muestra
experimental o gen de interés y un calibrador o gen enddégeno. Se lleva a
cabo una prueba de validacién usando diluciones seriadas tanto del gen

problema como para elgen enddégeno.

2.9 Norm alizacién Y Controles Endoégenos

En el caso de las pruebas de RT-PCR en Tiempo Real para medir la
expresion génica, es importante corregir la variacién entre las muestras. En

este proceso se compara la cantidad del ARNmM en dos muestras distintas.

2.10 APLICACIONES

El diagndéstico por método convencional de las infecciones por Chlamydia
trachom atis resulta complicado debido a que es un germen es un patégeno
intracelular obligatorio, por lo que no crece en cualquier medio de cultivo

bacteriolégico comGn, ya que requiere de cultivos de lineas celulares, siendo
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éste de alto costo y de dificil mantenimiento para un laboratorio de rutina
debido a que este examen es poco frecuente, por esta razén muchos

laboratorios han abandonado la practica de este tipo de estudios.

Esta problem atica propone llevar un registro de las infecciones urogenitales
causadas por Chlamydia en nuestra poblacion, por lo cual se hace necesario
la estandarizacion y aplicacién de pruebas de diagnéstico que reuldnan
criterios de sensibilidad, especificidad y reproducibilidad que pueden ser
aplicables a poblaciones de mujeres en riesgo de infecciéon, con el fin de
conocer la prevalencia real de Chlamydia trachom atis en nuestra

comunidad.(Rodriguez N,2006,p4 ).

Recientemente se han desarrollado técnicas comerciales para la deteccidon
directa de Chlamydia trachom atis en muestras clinicas por
inmunofluorescencia 0o inmunoensayo enzimatico y se han introducido
nuevas estrategias de diagndstico basadas en técnicas de am plificacion de

adcidos nucleicos, con altos porcentajes de especificidad y sensibilidad.

La PCR en tiempo real se ha transformado en una herramienta comudn en la
investigacioén en las diferentes &areas de la industria, la agricultura, Ila

m edicina forense y la clinica, la misma que se han visto beneficiadas por la
sensibilidad, velocidad y especificidad de éste método.(Aguilera P, Tachiquin

M, Rocha M, Pineda By Chdnez M, 2014).

2.11 VENTAJAS DEL PCR TIEMPO REAL

Siguiendo la cinética en PCR en Tiempo Realla determinacion de los valores
de Ct eliminan la necesidad de un competidor que debe de ser am plificado

con el blanco. La cuantificacion se puede realizar empleando una curva
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estandar y la cantidad desconocida de la muestra se determina por
comparaciéon con esta curva estandar. Comparando con las medidas del
m étodo convencional punto final, el uso de los valores de Ct amplia la gam a
dindmica de la cuantificacion porque los datos se recolectan para cada ciclo

de PCR.

La PCR en Tiempo Real permite realizar una am plificacién confiable con una
alta especificidad y sensibilidad. EIl producto de PCR se cuantifica con cada
ciclo realizado. Existe una alta correlacién entre la sefial (Ct) y la cantidad de
blanco. Esta técnica nos permite tener una alta precisién y exactitud. EI
sistema de tubo cerrado sirve como controlde contaminacién. Mediante esta
técnica se puede realizar un mayor nidmero de reacciones por dia. Eldisefio

de los primer y sondas son mucho mas exigentes (Cortazar M, et al,2004).

Un factor de importancia en la metodologia es la seleccién de marcadores
fluorescentes apropiados para la deteccion de am plificaciones de genes, los
mas comunmente utilizados son el ROX, el TAMRA y el FAM. El eje vertical
representa la cantidad de fluorescencia normalizada y el eje horizontal el
nidmero de ciclos. La Baseline o linea base, se refiere a los ciclos iniciales en
los que no hay cambios detectables en la cantidad de fluorescencia, y solo
se detecta la fluorescencia basal. Threshold es el umbral en el que se
produce un cambio significativo en la fluorescencia, y el punto en el que
localiza la desviacion estandar de la curva de am plificacion determina el Ct o
ciclo umbral que se emplea para la cuantificacién. EIl calculo del Ct siem pre

se realiza en la fase exponencial de la curva. (Sandoval A, et al,2010,p 9).
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2.12 TECNICAS DE DETECCION

Las técnicas de PCR cuantitativa se pueden clasificar de acuerdo al

fluor6foro que utilice:

La quimica de la detecciéon estd dada por:

- Agentes intercalantes fluorescentes (SYBR Green)

- Sondas hidrolizadas

- Hairpin probes (molecular Beacons, Scorpions)

- Sondas de hibridizacién

2.13 SONDAS

2.13.1 SYBR Green

Es un agente intercalante qgue se une al ADN de doble cadena dando un
incremento de la fluorescencia a medida que aumenta la cantidad de
producto de PCR. Es simple y econédmico, facil de usar, sensible, versatil y
no necesitan sondas especificas. Sin embargo durante la reacciéon de PCR
puede wunirse a dimeros de primers y a otros productos inespecificos,

resultados en una sobreestimacion de la concentracioén del ADN blanco.

Cuando se emplean fluor6foros inespecificos se detecta la generacion
exponencial de ADN doble cadena, se unen de manera inespecifica como lo
hace el SYBR Green, que emite una luz verde a 522nm, empleando un par
de cebadores para realizar la am plificacién el mismo que puede am plificar

solo un producto y su costo es mucho mas econdédmico.
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2.13.2 HYDROLYSIS PROBES TagMAN)

Se emplea una sonda que tiene unidos un fotocromo reportero y un

fotocromo quencher. Cuando ambos fotocromos estdn unidos a la sonda, el

reportero no emite sefal. Pero, cuando la sonda hibrida con la secuencia e

interés durante la reaccio6n de PCR, la actividad exonucleasa de la Tagq

polimerasa corta al fotocromo reportero delresto de la sonda, perm itiendo la

emisién una sefal fluorescente.

Cuando se emplean sondas especificas que contienen por lo menos un

oligonucleétido marcados con fluoroforos, generalmente esta sonda estéa

unida a dos fluorocromos, hibridando una zona intermedia entre el cebador

directo (forward) y elinverso (reverse) dando como resultado un amplicén.

()
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GRAFICO N©°11: Accién de la sonda TaqM an.

FUENTE: Autor (modificado de Rodriguez M, Rodriguez W, “M étodos fisico-

guimicos en Biotecnologia” 2006).
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Cuando la sonda estda intacta produce una transferencia energética de
fluorescencia por resonancia (FRET). Esta emision de fluorescencia no se
produce si los dos fluoroforos se encuentran alejados debido a que existe
degradacion de la sonda con la acciéon de exonucleasa 5 — 3’  de la ADN
polimerasa o por la separaciéon fisica de los fluorocromos por el cambio
conformacional de la fluorescencia y concluir el nivel de am plificacién del

gen.

2.13.3 FLUOROFOROS PARA SONDAS TagMan
Los filtros en el espectro de absorbancia se encuentran en nanémetros (nm),

contienen diferentes longitudes de onda que van desde los 500, 600,700nm ,

REPORTEROS: FAM, NED,JOE, VIC.QUENCHER: TAMRA, MGB+NFQ .

Es importante la seleccion adecuada del par Fluoréforo/Quencher. (Cortazar

M, etal,2004,p16).

Fitzos I rerenren)
Espectio
(nm)

Espectro
de Emision

Flurdforos
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GRAFICO N°12. Espectro de emisiéon de los fluor6foros comdanmente usados
en la PCR en tiempo real. En la figura se observan los espectros de emisién
de diversos fluoréforos a diferentes longitudes de onda. Las letras A a la E
representan las longitudes de onda empleadas por diferentes filtros para

detectar el grupo de fluor6foros listados en la parte inferior.

FUENTE :(Aguilera P, et al, 2014, p 179).

2.15 PLASMIDO S:

La Chlamydia trachom atis contiene un Gnico cromosoma de 1.043000 bp. EI
genoma codifica aproximadamente 875 proteinas, de las cuales no todas se
expresan necesariamente. Adem é&s del cromosom a, la Chlamydia
trachom atis normalmente posee un elemento genético extracromosdémico
(plasmido criptico) de 7493 bp. EIl pldsmido se conserva muy bien, con
menos del 1% de variacion en la secuencia nucledtida. Las técnicas de
am plificacion de acidos nucleicos (NAAT) han superado al cultivo celular y a
la deteccién del antigeno para el diagno6stico de infecciones por Chlamydia

trachom atis debido a su sensibilidad aumentada.

Se han localizado en este plasmido ocho marcos de lectura abiertos y las
secuencias completas que estan altamente conservadas entre las diferentes
cepas. El anéalisis de las funciones biolégicas del plasmido clamidial in situ se
ha imposibilitado enormemente por la carencia de un sistema de crecimiento
libre para Chlamydia. Se han publicado varias secuencias completas del
pldAsmido de Chlamydia trachom atis aisladas de humanos, se ha identificado
un marco de lectura abierta que codifica una proteina homo6éloga a ADN B de
E. coli, una helicasa que participa en la replicacion, pudiendo ser de gran
importancia para la fase replicativa de la infeccién (Arraiz N, et al, 2008,p

197).
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CAPITULO N° 3

3.1 METODOLOGIA

3.1.1 TIPO DE ESTUDIO

En el presente estudio se realizé un estudio de tipo DESCRIPTIVO que
perm iti6 identificar la frecuencia de Chlamydia trachom atis en mujeres con
infeccién del tracto urinario ITU que asistieron a la consulta ginecolégica a
las diferentes casas hospitalarios vy OBSERVACIONAL ya que no hay la
intervencion por parte delinvestigador debido a que se limita solamente a

m edir las variables que se define en este estudio.

3.1.2 AREA DE ESTUDIO

El estudio se llevé a cabo en los servicios de Ginecologia de cuatro casas
hospitalarias (Hospital de Rio, Maternidad Sanmartin de Porres, Clinica La
Paz, Clinica Médica del Sur), donde se tomaron las muestras de hisopado

Cérvico-uterino, las cuales fueron trasladadas al LABORATORIO

BIOMOLECULAR para su analisis.

3.1.3 PERIODO DE ESTUDIO

M arzo 2016 - Mayo 2016.

3.1.4 FUENTES DE INFORMACION

- A través de la entrevista y exploracién de la paciente.

- También por medio del reporte de los resultados de laboratorio de las

muestras tomadas.

- Recoleccion de la Informacién, se le realizé un cuestionario que fue

llenado en elmomento de la toma de muestra.
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3.1.5 UNIVERSO Y MUESTRA

Se procedi6 en muestras de secrecion cérvico- uterino en 100 pacientes que
acudieron a consulta ginecologia con infecciones deltracto genito-urinario en
4 casas de salud de la ciudad de Cuenca: Clinica La Paz, Clinica M édica del

Sur, Hospitaldel Rio, M aternidad San Martin de Porres.

3.1.6 CRITERIOS DE INCLUSION Y EXCLUSION

> Criterios de inclusién:

. Que se encontraran en el periodo de estudio.

. Que aceptaran participar del estudio que hayan firmado el
consentimiento inform ado.

. Que estén cursando infecciones del tracto urinario ITU, presenten
cuadros de leucorrea, vaginitis, inflamacién, etc.

. Que hayan cursado multiples abortos o tengan problemas para
embarazarse.

. Que estén entre edades de 19-50 afios.

. Que tengan una vida sexual activa.

> Criterios de exclusién:

. Pacientes atendidos fuera del periodo de estudio.

. Pacientes que no acepten firmar elconsentimiento informado.
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3.2 METODO,TECNICA E INVESTIGACION

3.2.1 MATERIALES Y REACTIVOS
1. Kitde extraccién de DNA “NUCLEOSPIN TISSURE".
2. KitPCR Real Time qualitative.
3. Agua destilada estérilde grado molecular (libre de RNasa y DNasa.
4. Lapicero sefialador (M arcador) de laboratorio.
5. Gradillas (racks) refrigerantes para tubos de mini centrifuga de 1.5 vy
tubos de reacciones de PCR 0.2mlde 96 pocillos.
6. Tubos para PCR ependorfde 0.2m .
7. Tubos para minicentrifuga estériles, libres de nucleasa, de 1.5 m|.
8. Guantes desechables de vinilo.
9. PBS 1% .
10.Aplicadores DACRON.

11.Tubos con medio de transporte para Chlamydia trachom atis.

Equipos

1.-Minicentrifuga

2.- Centrifuga

3.- Pipetas autom aticas de diferentes cantidades.

4.- Sistema de deteccion PCR a tiempo realcon un bloque termociclador

para 96 reacciones (DAAN 7600).

5.-Cabina de Flujolaminar

6.- Vortex
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3.2.2 TOMA DE MUESTRAS:

Se procedi6o a informar a la paciente acerca del estudio del cual va a formar
parte, el objeto que tiene y luego se le hizo firmar el consentimiento en el
cual consta los datos personales de la paciente como: nombres completos,

cédula, etc. y también se procedi6 a llenar la encuesta.

Las muestras fueron obtenidas por los profesionales ginecélogos mediante
hisopados del cuello uterino, cum pliendo consideraciones como: estar sin
previo aseo genital, no utilizaron évulos ni tratamiento alguno, abstinencia
sexual minimo 24 horas antes de la misma. Se introdujo un hisopo en el
endocérvix a una altura aproximada de 2 cm donde se desprendieron células
epiteliales haciendo girar el hisopo cuidadosamente. Las muestras fueron

trasladadas al LABORATORIO BIOMOLECULAR para ser procesadas.

parasito intracelular obligado de
células eucariotas.....

sl CELULAS!!

Usar hisopos de Dacrén o Rayén. No
con punta de de madera

Obtener
células

El cepillado no se puede utilizar en la
mujer embarazada

GRAFICO N°13: Demostracion de hisopado endocervical

FUENTE: Autora
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Las muestras fueron obtenidas con hisopos de DACRON sintético en tubo
con VICUM que es un medio de transporte especial para Clamidia que
inhibe el crecimiento de bacterias y hongo asegurando de esta forma la
idoneidad en la recuperacion de la muestra, contiene unas perlas de vidrio
gue facilita la lisis celular y la homogenizacién de la muestra, potencializando
su elucién (rehidratacion del material genético ADN). Los hisopos de
DRACON son los mas recomendados para la toma y transporte de muestras
clinicas, adecuados para los métodos de deteccién directa de DNA, RNA o

Antigenos microbianos.

Las muestras fueron tratadas con PBS al 1% antes de iniciar el proceso de
extraccion del ADN. Phosphate Buffered Salina (PBS) de alli su nombre, es
una soluciéon salina amortiguada por fosfatos de pH semejante a la del
liguido extracelular (C-, Na*, y K*) es wuna solucién isoténica y no toxica, es
un vehiculo neutro para células ya que no modifica el perfil de expresiéon vy

funcionamiento celular norm al se trata de un medio de conservacién.

GRAFICO N©°14: Hisopos Dacron

FUENTE: Autora

Las muestras obtenidas fueron trasladadas en cadena de frio hasta el

laboratorio y almacenadas a -20°C hasta ser procesadas.
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3.2.2.1 TRATAMIENTO DE LA MUESTRA PREVIO A LA EXTRACCION:

Se descongelaron las muestras y se mezclaron moviendo el hisopo con el
medio VICUM Jla muestra queddé impregnada en el liguido. Centrifugamos
por 10 minutos a maxima velocidad. Luego se descarté el liquido
sobrenadante y al sedimento que queddé en el fondo se le afiadi6 250 ul de
PBS, vorteamos por unos segundos y se continué con el proceso de

extracciéon.

GRAFICO N°15: Reactivos y m ateriales em pleados

FUENTE: Autora

3.2.3 EXTRACCION DE ADN:

La extraccién del ADN bacteriano se realizé con un kit comercial a base de

columnas de purificacion para tejidos NUCLEOSPIN TISSUE empleando

200ulde la muestra del paciente previamente tratada.
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Se adicioné 180ul de buffer de lisis T1 ( este buffer contiene las sales que
van a lisar las células, adem as va a permitir regular la acidez y osmolaridad
del lisado), se coloc6é 5ul del Control Interno provisto en el kit de PCR para
dar seguimiento al ensayo desde la extraccion, se affiadié 25ul de proteinasa
K que permiti6 desnaturalizar las proteinas, mezclamos bien y se incubd¢ a
una temperatura de 56°C en bafio seco por 1 hora, homogenizando cada 15
minutos hasta que no se vean restos de células o tejido y que estén

completamente digeridos.

Luego se realizé lavados con un segundo buffer de lisis B3 200 ul y se
incubo a 70°C por 10 min. en esta etapa optimizamos la lisis con una sal
caotropica como el cloruro de guanidinio (poderoso desnaturalizante que
impide el plegamiento de las bandas de ADN), seguidamente se adiciono
etanol absoluto 210ul para los lavados en donde se pudo observar unas
pequefas fibras blanquecinas que indican la precipitacién del ADN vy
pasamos a las columnas de purificacion, estas columnas constan de un tubo
filtro con una membrana de silica en donde los acidos nucleicos se unieron
selectivamente a la membrana vy nos ayuddé a retener el ADN en los

procesos posteriores de adsorcion y desorcién.

Se procedié a centrifugar a 11000 rpm por un minuto, se coloc6 en un tubo
colector nuevo y adicioné 500ul de Buffer BW wash para eliminar todo tipo de
contaminante, centrifugamos por un min. a 11000 rpm. Descartamos el

liguido filtrado y colocamos la membrana en un nuevo tubo colector.

Adicionamos 600ul de Buffer B5 para un segundo lavado este contiene
etanol que va deshidratar el ADN, centrifugamos por un min. a 11000 rpm.
volvimos a centrifugar para eliminar cualquier residuo de etanoly colocamos

en un nuevo tubo colector. Y procedimos con la elucién el mismo que se
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realizé colocando 50ul de buffer BE a temperatura de 70°C se dejo reposar
por 1 min. a temperatura ambiente y finalmente se centrifugé, en la parte
inferior el liquido filtrado que qued6 en el fondo del tubo contenia el ADN
bacteriano de CLAMIDA listo para realizar el siguiente procedimiento que es

la PCR.

3.2.4 AMPLIFICACION:

GRAFICO N°16: Reactivos paraq PCR TIEMPO REAL

FUENTE: Autora

Para la PCR se empled un kit comercial DIA PRO provisto de los siguientes

reactivos:

. A Mezcla maestra que contiene: (Taq Polimerasa, CI;Mg, dNTPs),
. B Sondas/ Cebadores, son los iniciadores del proceso de
am plificacioén que vienen marcados con fluorocromos, que van a ser

captados por ellaser delequipo.
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. IC Control interno, que es una secuencia conocida de genes que
norm almente se expresan en todas las células delorganismo debido a
que sus productos desempefian funciones indispensables para la
supervivencia celular.

. C Agua grado Ill Ultrapura, libre de nucleasas

. NTC Controles Negativo y CPH CPL Control Positivo.

La Taq polimerasa llam ada asi porque se obtiene de la bacteria
Thermophilus aquaticus se <caracteriza por soportar temperaturas altas
mayores a 95°C, que fue purificada en E. coliy contiene un pH 7.9. Sera la
encargada de construir una cadena simple de ADN con la ayuda de un
cebador en wuna cadena doble, es decir participara en el proceso de

replicacion.

Los dNTPs ( dATP, dCTP, dGTP Y dTTP ) provistos en este kit se
encontraron en las mismas concentraciones ya listos para ser utilizados

disueltos en una solucién de PCR.

Se revisaron que los tubos estén en el orden que iban a ser amplificadas,
que estén perfectamente rotuladas de acuerdo a la lista que estad en el
equipo, también rotulamos tubos para un control positivo y un control
negativo. Se realizé un master mix con las soluciones A, B 'y C y luego se
distribuy6 15ul de la mezcla de am plificacion en cada tubo Ependorf de 200ul

de PCR o pocillo.
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TABLA N°2: Reactivos empleados parala q PCR Tiempo Real Chlamydia

trachom atis

Num ero de X1 X12

reacciones

A M ezcla maestra 12,5ul 150ul
B Cebadores/ Sondas 2ul 24ul
C Agua grado 0,5ul 6ul

M olecular

Volumen total 15ul 180ul

FUENTE: Autora

Luego se afiadi6 10ul de la muestra del paciente, control negativo o control

positivo de acuerdo a lo que corresponda, todo este procedimiento se realizé

en cadena de frio.

Un posible juego de primers:

Se

Juego de primers (partidor forward
GGGATTCCTGTAACAACAAGTCAGG y partidor reverse
CCTCTTCCCCAGAACAATAAGAACAC) disefiados por McKechnie y
cols. 20099. Estos partidores estan dirigidos al plasmido criptico de
C. trachomatis y generan un producto de 208 pares de bases.

(Ramoén S, 2013,p 612 )

eliminaron las burbujas existentes y se llevé al Termociclador Tiem po

Real DA 7600.
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GRAFICO N°17: Muestras extraidas para realizarla q PCR

FUENTE: Autora

3.2.4.1 PERFIL TERMICO

Elperfiltérmico que se empleo fue el siguiente.

TABLA N°3:PROTOCOLO PARA TERMOCICLADOR

FASE cliCcLO TEMPERATURA TIEM PO
1 1 50°C 2 min.
1 1 95 °C 10 min.
2 45 95°C 15 seg.
60 °C (*) 1 min.

Fuente: Autora

-La primera fase es de incubacién a 50°C digiere secuencias con U de

secuencias UNG

-La segunda fase HOLD a 95°C, activacion de la Taq, desnaturalizacién

de UNG .

-Una tercera fase que a su vez contiene 2 etapas:
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La primera a 95°C se da la Desnaturalizacién y la segunda a 60°C

Hibridacién y Polimerizacién.

La fase de detecciéon de la fluorescencia esta marcada con el ( * ), en esta
etapa se empiezan a obtener los primeros datos de producto am plificado,
cuando un experimento corre, el valor de la fluorescencia de cada muestra y
el estatus de corrida son mostrados en Tiempo Realen la pagina del monitor

de corrida.

GRAFICO N°18: TERMOCICLADOR gPCR TIEMPO REAL DAAN 7600

FUENTE: Autora

3.2.5 FUNCIONAMIENTO DEL TERMOCICLADOR TIEMPO REAL DAAN
7600

Se trata de un Termociclador DA 7600 alque esta acoplado un monitor con

un software en el cual pudimos observan la adquisicion del producto de

am plificacion en Tiempo Real, debido a que este equipo cuenta con

diferentes filtros de absorcion con diferente longitud de onda, la luz em itida

por los fluorocromos presentes en la PCR fue medida y esta informacién fue
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enviada al procesador de datos del equipo y este a su vez se reflejé en la

pantalla en el momento del analisis.

> La sonda excitada por la méaquina paso su energia, via FRET hacia el
qguencher (aceptor). EI FRET corresponde a FAM como fluoréforo y
TAMRA como quencher.

. FAM: 6-carboxifluoresceina, emplea una longitud de onda 500nm, con

una absorbancia 0,08.

Los canales de deteccién previamente determinaron que fluor6foro debié ser
utilizado, y los canales de excitacioén y deteccién determinan que sistema de
sonda debié ser escogido. En este caso fue el FAM (para las muestras de
pacientes, controles positivos y negativos), con y HEX (para el control

interno). Los datos fueron recolectados en la fase exponencialde la reaccién

de PCR.

TABLA N°iIndicadores de fluorescencia

DETECCION INDICADOR TEMPLADOR
Chlamydia Trachom atis FAM No Fluorescente
ControllInterno IC JOE/VIC No Fluorescente
referencia pasiva R O X No presente

FUENTE: Autora

Para la deteccion de 1 solo color se recomienda la combinaci6n FAM -
TAMRA. Estas combinaciones fueron las mas estadndares. Puede detectarse

en toda maquina de Real Time PCR y son m as faciles de sintetizar.
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La fluorescencia medida en los primeros ciclos de la reaccion de PCR fue
baja hasta que llega al ciclo umbral (threshold cycle) o valor Ct, en donde se
detecté por primera vez un aumento significativo en la fluorescencia. El
método de deteccién empleado fue el TagMan. Es muy especifico,

sensibilidad absoluta de deteccién después delciclo 40.

GRAFICO N°19: Esquema de Funcionamiento de Termociclador DAAN7600

i B
‘ ‘ l l l v i l ‘ 1 Filte D-‘l_laProcuss,ng

ransmission l

f»—:

=

Resull Cormputer
FUENTE: Autora
3.2.6 INTERPRETACION DE RESULTADOS
Para el anéalisis de datos lo primero que se consider6 para saber si la

reacciéon se realizé de la manera correcta, fue revisar que en el control
negativo en el canal HEX exista una curva de am plificacién que sobrepase
el umbraly en el control positivo exista una curva de am plificacién tanto en
el canal HEX como en el FAM, luego se procedi6 con el andalisis de las

muestras a investigar.
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En las muestras de los pacientes se puede apreciar o no dos curvas pero la

que siempre debe estar presente es el control interno del canal HEX

dependiendo que el paciente tenga o no el patégeno. Elcontrolnegativo solo

am plifica una sola curva delcanal HEX que es delcontrolinterno.

TABLA N°5:Cuadro explicativo acerca de los resultados y el empleo de

controles internos.

(sefial

CLAMIDIA FAM JOE/VIC del | Resultados de
control interno ensayos
muestra positiva + Correcto
- correcto *
muestra negativa Ct< 40 Correcto
Ct> 40 o invalido**
indeterminada

FUENTE: Inserto

Trachom atis

Una concentracién

FAM positiva)

REDUCIDA o AUSENTE del

puede

reactivo q PCR

de ADN de Chlamydia

dar lugar a

control interno

una

(IC) debido a

DIAPRO para

trachom atis en

seffal de

Chlamydia

la muestra

fluorescencia

la competencia de

reactivos.

** En este caso han aparecido problemas durante la fase de am plificacién
(am plificacion ineficiente o ausente) o durante la fase de extraccion
(presencia de inhibidores o muestra inicial con nimero insuficiente de

células) que podrian dar lugar a resultados incorrectos y falsos negativos.
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El procedimiento de prueba debe repetirse empezando desde la fase de

extraccion, utilizando una muestra fresca procedente del paciente.

La sensibilidad analitica se puede expresar para los métodos cualitativos
como limite de deteccién. EIl Ilimite de deteccién es la cantidad minima de
sustancias que puede detectarse por un sistema de comprobacién con una
probabilidad establecida. Las pruebas NAT se expresan com o la
concentracién m inim a del analito que, tras probarse en m Ultiples

repeticiones, da un resultado positivo.

;Loo. ot I Huwestence Ef-iruerescence 75;,&”67(”“‘;{
con. P - - :
32.64 Logarithmic fluorescence curve
]00‘] | T ' T Ll Ll A7 | | TR | | | MY | | O T ' T T 1] 1 T
25.20
E -
28.76 100 + | i
|, 2041 [a03 FaM B
| 26.46 o Cycle230
| Fa— o | Fluorescence108.92
33.90 g 107 A 2041 3
129.50 5
3147 S
29.32 1 ¥ 3
31.32
31.22 g
B T S
3016 2 4 6 8 10 12 14 16 18 20 22 24 26 28 30 32 34 36 38 40 42 M
+ =2 CYL‘Q
o U

GRAFICO N°20:Grafica de la curva de am plificacién de una muestra positiva
relaciona de acuerdo al numero de ciclos con la fluorescencia emitida
m ediante g PCR en donde se aprecian dos curvas que atraviesan el umbral
(linea de color rojo), la curva delcontrolinterno (linea punteada) y otra curva
qgue corresponde a la muestra del paciente (color morado). En el extremo de
la grafica se observan los ct, cuyos valores son inversamente proporcional a

la muestra.

FUENTE: Autora
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std. Cal. Log. *| | Fuorescence’ Log fluorsscence | Standard curve
DYE Type con. con. con. a T —— g
FAM  Unknown 38.57 hi Logarithmic fluorescence curve
. . 1000 T T T o] o o v TeTeler=] T T T T T
HEX  Unknown 26.95 L=
| ! ! i
FAM  Unknown 35,63 Lo
T T = " 4
HEX  Unknown | 26.88 100 + // g
FAM  Unknown 39.48 ¥ 4
HEX  Unknown 27.22 g RAipT
= S /' Cycle:20.4
T (Lo g 10 ¥ / | Fluorescence£0.56 i T
HEX  Unknown 128.08 ] / Ct2808
FAM  Unknown 33.90 L3 g ol // //
HEX Unknown | 2698 i V4 o e 4 v d 1
FAM  Unknown /// \k/ /
v S 4 \ /
FAM__ Unknown 35.50 L e
HEX  Unknown 27.54| i 2 4 6 B 1012 14 16 18 20 (Z;C'el4 26 28 30 32 34 36 38 40 42 44
FAM  Unknown ML

GRAFICO N°21: Grafica de la curva de amplificacion por gq PCR de una
muestra negativa, en este se puede observar solo una curva amplificada
qgue sobrepasa elumbral, que corresponde alcontrolinterno (linea punteada)
y que es captada por el canal HEX. En el extremo de la grafica se visualiza
los Ct de los canales FAM que no tiene valor y en el canalHEX con un valor

de 28,08.

FUENTE: Autora
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> LIMITE DE DETECCION : 0,53 copias/ul

La meta es una secuencia de plasmido criptico que se repite 1-10 veces en

elgenoma de Chlamydia trachom atis.

Para transformar los resultados en copias/m | se transforma con la siguiente

formula:

Copias /ul (datos de la serie) x volumen de muestra de elucién (ul)

Volumen de extraccion de muestra (ml)

0,53 copias/ul x 50 ul

0,2 mil

Resultado : 132,5 copias / m|
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GRAFICO N°22: Imagen del Termociclador DAAN 7600 utilizado en el

estudio.

FUENTE: Autora

3.2.7 CONTROL DE CALIDAD INTERNO

La “linea de base” es autom atica y el “umbral fluorescente” FAM es de 0,13,

elumbral fluorescente JOE/VIC 0,08.

Se realiza una comprobaciéon en los controles positivo alto y bajo cada vez
que se usa el equipo para verificar si sus valores Ct. Son los esperados e

indicados en la tabla.

El principio del Ensayo y la especificidad analitica de esta técnica se
encuentran establecidos en el inserto del Reactivo DIA PRO. CHLAMYDIA

TRACHOMATIS DNA. Doc. INS CTDNA pag, 1- 9, rev.: 3, fecha07/2013e.
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3.3 ASPECTOS ETICOS Y LEGALES

No hay ninguna fuente en el documento actual aspectos éticos de la mism a,
tanto por el tema elegido como por el método seguido, asi como plantearse
si los resultados que se puedan obtener son éticamente posibles, ante
cualguier duda sobre este respecto, una de las posibles soluciones podria

ser someterlo a la opinién de un Com ité de Etica.

3.4 ANALISIS DE LA INFORMACION

Los datos obtenidos en este estudio fueron sometidos a un analisis
descriptivo, para lo cual las variables <cualitativas se expresaron en

frecuencias y porcentajes.

La informacion se digit6é en el programa de Excely SPSS version 23. Se
realizé un anéalisis inferencial para lo cual se calculé el Chi2, en donde el

valor de “p” fue considerado com o estadisticamente significativo siera igual o

menor a 0,05.

Los resultados obtenidos de la presente investigacion, fueron presentados en
tablas.Se realizaran cuadros de tendencias, mediante analisis de

correlacion.
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CAPITULO N°4

4.1 ANALISIS E INTERPRETACION DE LOS RESULTADOS

En este estudio mediante la PCR Real Time se pudo analizar un totalde 100
muestras de hisopado cérvico-uterino en mujeres que asistieron a consulta
ginecolégica, las cuales fueron analizadas mediante el Kit PCR Real Time
DIA PRO para Chlamydia trachom atis, obteniéndose los siguientes

resultados:

TABLA N°6

PREVALENCIA DE CHLAMYDIA TRACHOMATIS DE ACUERDO A

RESULTADOS DE g PCR TIEMPO REAL

RESULTADOS q PCR Frecuencia Porcentaje
NEGATIVO 88 88.0
PO SITIVO 12 12.0
Total
100 100,0

Realizado por: Autora

Fuente: Reportes aplicados en la investigacion.

En la tabla N°6 se pudo observar que el 12% de las mujeres que

participaron en este estudio tienen Chlamydia trachom atis.
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TABLA N°7

EDAD DE INICIO DE LA ACTIVIDAD SEXUAL Y SU RELACION CON
RESULTADOS q PCR

EDAD INICIO DE RESULTADOS
ACTIV. SEXUAL NEGATIVO POSITIVO TOTAL
n° % n° % n° %

12 A 15 ANOS 9 9,0 2 2,0 11 11,0
16 A 20 ANOS 58 58,0 9 9,0 67 67,0
21 A 25 ANO S 16 16,0 1 1,0 17 17,0
MAS DE 30 ANOS 5 5.0 0 0,0 5 5,0
TOTAL 88 88,0 12 12,0 100 100,0

Realizado por: Autora

Fuente: Encuestas desarrollada y reportes aplicados en la investigacion

En la tabla N° 7 se observé que el 67% de participantes manifiestan haber

iniciado su actividad sexual en edades entre 16 y 20 afios, seguida de un

17% indican haber iniciado en edades de 21 y 25 afios y un 11% en edades

entre 12 y 15 afios.
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TABLA N°8

DISTRIBUCION DE LAS PARTICIPANTES DEL ESTUDIO POR EDADES

EDAD Frecuencia Porcentaje

20 A 25 30 30,0
26 A 30 29 29,0
31 A 35 28 28,0
36 A 40 7 7,0
41 A 45 3 3,0
46 A 51 3 3,0
Total 100 100,0

Realizado por: Autora

Fuente: encuestas realizadas.

En la tabla N° 8 se pudo apreciar que el 59% de participantes pertenece a
edades entre 20 y 30 afios, el 28% pertenecen a edades entre 31 y 35 afios,

siendo menor en edades superiores a los 35 afios.

TABLA N°9

RELACION ENTRE EDADES DE MUJERES PARTICIPANTES CON

RESULTADOS POSITIVOS

EDAD Frecuencia Porcentaje
20 A 25 7 58,3
26 A 30 4 33,3
31 A 35 1 8,3
Total 12 100,0

Realizado por: Autora

Fuente: Encuestas desarrolladas y reportes aplicados en la investigacién,
En la tabla N©°9 se pudo observar que el 58,3% de las mujeres con g PCR

positivo tienen edades comprendidas entre 20 y 25 afios, seguida de un

33.3% de edades entre 26-30 afos.

- 83 -



TABLA N°10

NUMERO DE PAREJAS SEXUALES Y SU RELACION CON

RESULTADOS q PCR

RESULTADOS q PCR

NUMERO PAREJAS
SEXUALES

NEGATIVO

POSITIVO

Total

ne % n° % ne %
una pareja sexual 49 49,0 6 6,0 55 55,0
dos parejas sexuales 20 20,0 1 1,0 21 21,0
tres parejas sexuales 17 17,0 5 5,0 22 22,0
m éas de cuatro parejas

2 2,0 0 0,0 2 2,0
sexuales
Total 88 88,0 12 12,0 100 100,0

Realizado por: Autora

Fuente: Encuestas desarrollada y reportes aplicados en la investigacion.

En la tabla N° 10 se encontré6 que un 6%

positivos manifestaron

tener

indicaron tener tres parejas sexuales.

resultados negativos un 49%

20% dos parejas sexuales y finalmente

sexuales.
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TABLA N° 11

FRECUENCIA DE RESULTADOS POSITIVOS DE ACUERDO AL NUMERO DE
PAREJAS SEXUALES

NUMERO PAREJAS RESULTADOS gPCR

SEXUALES

n° %
Una pareja sexual 6 50 0
Dos parejas sexuales 1 8 3
Tres parejas sexuales 5 41.7
M 4s de cuatro parejas

0 0,0
sexuales
Total 12 100,0

Realizado por: Autora

Fuente: Encuestas desarrolladas y reportes aplicados en la investigacion.

En la tabla N° 11 se observé que el 50% de mujeres, indican tener una sola
pareja sexual, el 41,7% que tienen tres parejas sexuales y el 8,3% que tiene

dos parejas sexuales de un totalde 12 pacientes con resultados positivos.

TABLA N° 12

FRECUENCIA DE INFECCIONES DEL TRACTO URINARIO (ITU) Y SU
RELACION CON LOS RESULTADOS

RESULTADOS qPCR

INFECCION DE NEGATIVO POSITIVO TOTAL
VIAS URINARIAS
n° % n° % ne %
S 43 43 7 7 50 50
N O 45 45 5 5 50 50
Total 88 88 12 12 100 100

Realizado por: Autora

Fuente: Encuestas desarrolladas y reportes aplicados en la investigacion
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En la tabla N° 12 se observéd que el 50 % de mujeres participantes en el

estudio m anifiestan cursar frecuentemente infecciones del tracto urinario.

TABLA N°13

CONOCIMIENTO ACERCA DE CLAMIDIASIS EN PACIENTES CON

RESULTADOS POSITIVOS q PCR

CONOCIMIENTO DE RESULTADOS q PCR
CLAMIDIASIS
n° %
S| 4 33,3
N O 8 66,7
Total 12 100,0

Realizado por: Autora

Fuente: Encuestas desarrollada y aplicada en la investigacién

En la tabla N° 13 se indicé que el 33% mujeres con resultados positivos

m anifiestan tener conocimiento acerca de la infecciéon por Clamidia.

TABLA N°14
FRECUENCIA DE PROBLEMAS PARA EMBARZARSE EN LAS

PARTICIPANTES DEL ESTUDIO

PROBLEMAS AL

EMBARAZERSE N o %
St 12 12,0
N O 88 88,0
Total 100 100,0

Realizado por: Autora

Fuente: Encuestas desarrolladas y aplicadas en la investigacién.

En la tabla N° 14 se pudo observarque el 12% deltotalde las pacientes que

fueron objeto de estudio manifestaron cursar problemas para embarazarse.
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TABLA N°15

PACIENTES CON PROBLEMAS PARA EMBARAZARSE DE ACUERDO CON LA
EDAD DE INICIO DE ACTIVIDAD SEXUAL

PROBLEMAS PARA
EMBARAZARSE

EDAD INICIO VIDA SEXUAL

DE 12 A 15 ANOS 2 16,7
DE 16 A 20 ANOS 9 75,0
DE 21 A 25 ANOS 1 8,3
Total 12 100,0

Realizado por: Autora

Fuente: Encuestas desarrolladas y aplicadas en la investigacion.

En la tabla N° 15 se observa que el 75% de mujeres con q PCR positivo
tienen problemas para embarazarse aliniciar una actividad sexualen edades

comprendidas de 16 a 20 afflos. P<0.00.

TABLA N°16

FRECUENCIA DE ABORTOS EN EL GRUPO ESTUDIADO

ABORTOS N o %

sin abortos 68 68,0
un aborto 22 22,0
dos abortos 6 6,0
tres o méas abortos 4 4.0
Total 100 100,0

Realizado por: Autora

Fuente: Encuestas desarrolladas y aplicadas en la investigacion.

En la tabla N° 16 se indic6 que del total del grupo estudiado el 22%
m anifiestan haber cursado un aborto, el 6% han tenido dos abortos y el 4%

m anifiestan haber tenido m as de tres abortos.
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TABLA N°17

RESULTADOS g PCR DISTRIBUIDOS DE ACUERDO AL NUMERO DE

ABORTOS

RESULTADOS g PCR

ABORTOS NEGATIVO POSITIVO TOTAL

n°e % n° % n° %
sin abortos 58 58,0 10 10,0 68 68,0
un aborto 20 20,0 2 2,0 22 22,0
dos abortos 6 6,0 0 0,0 6 6,0
tres o mas

4 4,0 0 0,0 4 4,0
abortos
Total 88 88,0 12 12,0 100 100,0

Realizado por: Autora

Fuente: Encuestas desarrolladas y aplicadas en la investigacion.

En la tabla N° 17 se indicé que el 10 % de casos positivos m anifestaron no
haber tenido ninguin aborto anterior,y un 2% mencion6 que ha tenido un

aborto.

TABLA N°18

FRECUENCIA DE ABORTOS Y SURELACION CON EL INICIO DE LA
ACTIVIDAD SEXUAL

ANTECEDENTES DE ABORTOS

EDAD INICIO DE LA

SIN ABORTOS UN ABORTO Total
ACTIVIDAD SEXUAL
n° % n° % n° %
DE 12 A 15 AROS 0 0,0 2 16,7 2 16,7
DE 16 A 20 AROS 9 75,0 0 0,0 9 75
DE 21 A 25 AROS 1 8,3 0 0,0 1 8,3
Total 10 83,3 2 16,7 12 100

Realizado por: Autora

Fuente: Encuestas desarrolladas y aplicadas en la investigacion.

En la tabla N° 18 se observé que el 16,7% de mujeres con resultados
positivos han sufrido un aborto y estan relacionadas con el inicio de

actividad sexual en edades comprendidas entre 12 a 15 afios. P<0.002.
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CAPITULO N°5

5.1 DISCUSION, CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES

5.1.1 DISCUSION

Este estudio se lo realizé en la ciudad de Cuenca, se obtuvo 12% de casos
positivos utilizando el método g PCR Tiempo Realen muestras de hisopado
cérvico-uterino, en mujeres de edades comprendidas entre 20 afios y 50
afios. El método empleado para este estudio tiene una alta especificad vy
sensibilidad (superior al 95% ), com parando con los cultivos microbiolégicos y
pruebas inmunolégicas, razén por lo que se debe wutilizar solo cuando los

m étodos anteriores no cumplen con el cuadro diagnoéstico (Vaca N,2013,

p70).

En estudios realizados en Chile el resultado obtenido por q PCR en
hisopados cérvico-uterino es de 11,49% y en muestras de orina es de
18.39% . En otro estudio realizado en Brasil en mujeres utilizando muestras
endo-cervicales, se encontré el 20,79% de casos positivos mediante PCR
convencional, sobresaliendo el 80% de los casos positivos correspondieron a
mujeres de menos de 23 afios. (Vaca N, 2013, p613), siendo muy similar a
este estudio realizado, en Quito se realizé pruebas inmunolégicas por Elisa
obteniéndose un 18,1 % de prevalencia. Lo que valida el método aplicado en

este proyecto (Silva R. et al, 2013,p 611 ).
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Cuando las pacientes infectadas no son diagnosticadas a tiem po, facilita la
propagacién del agente infeccioso, este puede llegar a invadir los tejidos,
causando estadios patolégicos en el aparato reproductor. Como
consecuencias de estas infecciones tenemos a la cervicitis, uretritis,
enfermedad inflamatoria pélvica (EPI), infertilidad, entre otras. Ademaé&s
existen estudios que comprueban que la presencia de Clamidia favorece la
transmisién del virus de la inmunodeficiencia humana (VIH) y del virus

papiloma humano (HPV) (Vaca N,2013,p).

En cuanto al inicio de la actividad sexualy sus relacién con la infeccién por
Chlamydia trachom atis, aquellas que iniciaron entre los 16-20 afios tiene
mayor probabilidad de infectarse por C. trachom atis, en este estudio es del
67% y en otros estudios es del 84,21% , lo que demuestra que el inicio de la
actividad sexual en este grupo etario es el mas el vulnerable para adquirir la

infeccién y sus consecuencias (Vaca N,2013,p72).

En este estudio el 55% de mujeres, indicaron tener una sola pareja sexual, el
22% tres parejas sexuales de un total 100 mujeres estudiadas. Comparando
con otros estudios realizados se encontr6 que del total de la poblacién de
estudio se encontr6o que el 42,5% de las pacientes habian tenido almenos un
compafiero sexual en su vida; resaltando que existi6 una paciente con veinte
compafieros sexuales, no obstante, no se encontré ninguna relacién

significativa frente a los casos positivos detectados. (Rayo J, 2016).

En cuanto alconocimiento de la infeccion por Chlamydia trachom atis el 66.7
% mujeres con resultados positivos m anifiestan no tener conocimiento acerca
de la infecciobn por Clamidia, otros estudios similares m anifiestan que el

64,5% de la poblacién desconoce totalmente acerca de la infeccién y de sus
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consecuencias; demostrando de esta manera la carencia de educaciéon vy

ensefianza para este tipo de infecciones (Rayo J, 2016, p 60).

En este estudio el 75% de casos positivos tiene problem as para
em barazarse cuando el inicio de la actividad sexual es mas temprana en
edades comprendidas entre 16 y 20 afios. Comparando con estudios
similares se encontr6 que la edad media de las 64 mujeres estudiadas fue de
32,32 (24-42) afios. En donde 27 mujeres refirieron el antecedente de
perdida gestacional temprana, es decir en las primeras 8 semanas de
desarrollo embrionario; el numero de abortos referidos vari6 entre 1 y 5

sumando 53 abortos entre todos los casos. (Ramos B, 2011,p 128).
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5.1.2 CONCLUSIONES

. En este estudio se encontré que el 12% de mujeres que participaron
son portadoras de esta bacteria, la misma que se da con una
frecuencia del 58.3% , en mujeres en edades comprendidas entre 20 y

25 afios, seguida de un 33.3% en mujeres de edades entre 26-30

. De 12 mujeres participantes en el estudio con resultados positivos el 9
(75,0% ) iniciaron su actividad sexual entre los 16 y 20 affios. De éste
grupo el 75% tienen problemas para embarazarse. Esto nos indica
que mientras mas temprano se inicia la vida sexual hay mayor
probabilidad de estar infectados y desencadenar problemas de

infertilidad alno ser diagnosticada y tratada a tiem po.

. EIl 16,7% de mujeres con resultados positivos han sufrido un aborto vy
estdn relacionadas con el inicio de actividad sexual en edades
comprendidas entre 12 a 15 afos. La importancia del diagndéstico
preventivo de la infeccién por esta bacteria se convierte en una
herramienta fundamental para evitar contratiempos futuros que

podrian terminar con la pérdida delembarazo.

. El 50% de mujeres que participaron en el estudio m anifiestan cursar
frecuentes infecciones del tracto urinario. La infeccién recurrente por
C. trachomatis es causa mas comin de un embarazo ectépico,
ampliando la probabilidad de riesgo de acuerdo al numero de

infecciones presentadas, siendo directamente proporcional el nadm ero
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de infecciones por C. T. con elgrado de riesgo. (Salazar A, etal, 2011,

p34).

Con respecto al numero de parejas sexuales el 50% de mujeres,
indicaron tener una sola pareja sexual, el 41, 7% que tienen tres
parejas sexuales y el 8,3% que tiene dos parejas sexuales de un total

de 12 de pacientes con resultados positivos.

El 66,7% mujeres con resultados positivos manifiestan no tener

conocimiento acerca de la infeccién por clamidia y sus consecuencias

de no ser tratada a tiem po.

Cabe mencionar que las pacientes que formaron parte de este estudio
también participaron en un estudio para determinar el Virus del
Papiloma Humano (HPV), en las cuales encontramos casos positivos
y concluimos que en una misma paciente podemos encontrar la
infeccioén por Chlamydia trachomatis y HPV, por esta razén se hace
m a&s im prescindible realizar estudios de este tipo para poder tener una
base estadistica y poder reducir los riesgos de la infeccién y sus

graves secuelas.
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5.1.3 RECOMENDACIONES

. Este estudio nos permiti6 confirmar la importancia que tiene el
diagnostico preventivo de la infeccién por Chlamydia trachom atis tanto
en pacientes embrazadas como las que se encuentran en edades
reproductivas, debido a que se trata de una bacteria que produce una
infecciobn asintom atica y podria pasar desapercibida. Facilitando la

infeccion alresto de parejas sexuales.

. La importancia de <concientizar a las personas, acerca de la
importancia de su transmisién y las consecuencias de la infeccién, por
lo que es importante llevar una vida monogamia para evitar problem as
futuros si se encuentra en una edad reproductiva. Por lo que se
recomienda que j6venes, adolescentes y profesionales del area de la
salud sean informados acerca de los riesgos de adquirir la infeccidn
por Chlamydia trachomatis y colaboren en la propagacién de los

riesgos que ella conlleva.

. Se recomienda ampliar este estudio con mas muestras y de
preferencia que sean muestras de orina, para colaborar con el
desarrollo de programas preventivos y de control, de esta manera
concientizar a la poblacién acerca del problema que incide la infeccién
de esta bacteria, y de esta manera junto con elequipo y entidades de

salud, lograr evitar que se propague en nuestra poblacién.

. Implementar en el panel de exdmenes para control prenatal vy
planificacién familiar, el diagnostico de Chlamydia trachom atis para
evitar problem as posteriores. Realizar un m onitoreo rutinario
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incluyendo su determinacién en el control ginecolégico anual, que es
de gran wutilidad para diagnosticar, tratar y erradicar la infeccidon
m ediante un seguimiento; medidas que con seguridad dism inuirian la
prevalencia de la infeccion. Es necesario resaltar que aunque se
diagnostigue el problema solo en un miembro de la pareja los dos
deberan ser tratados, con el fin de wevitar dafios severos como

infertilidad.

Actualmente, las técnicas moleculares, (qPCR) Tiempo Real son
ensayos relativam ente sencillos, seguros y rapidos, gque han
demostrado mayor sensibilidad que otros procedimientos. Este estudio
pone de manifiesto la importancia de hacer el diagnéstico de C.
trachom atis con métodos de deteccién sensibles (PCR), para iniciar el
tratamiento en forma prematura y reducir la diseminacién de la
infeccién, evitando secuelas a largo plazo en la salud. Por este motivo
es viable la implementacion de rutina el uso del q PCR para identificar

Chlamydia trachom atis en mujeres con sintomas de ITU.
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ANEXOS

INFORMACION ACERCA DEL ESTUDIO

Su participacion en este estudio es necesaria, para determinar la frecuencia de la
infecciobn en nuestro medio por “Chlamydia trachomatis” que es un germen
patégeno que puede causar infertilidad, dafios severos en el aparato reproductor,

graves infecciones en el recién nacido, abortos frecuentes, etc.

Luego de que firme este Consentimiento Informado:

a) La muestra de secrecién cérvico-uterino serd obtenida por su ginecélogo con un

aplicadores apropiados para esta prueba. No existe ningln riesgo para el paciente.

b) Ademas nos brindara la informacién necesaria en un formulario que deberéa
llenarlo en ese momento. Toda la informacién serd completamente confidencial.

Usted no tendrd ninglin gasto en esta investigacion.

Esta prueba se realizara en el LABORATORIO BIOMOLECULAR el mismo que
cuenta con la certificacioén 1ISO 9001-2008 con lo que se garantiza el resultado, ya

que se utilizara un sistema de calidad con protocolos estandarizados.

CONSENTIMIENTO INFORMADO

cuenca,.... ... coo vei i it et it e e ... 2016

He recibido una explicacién satisfactoria sobre la finalidad de obtener mi muestra y

mi participaciéon es voluntaria.

2 con C.l.... ... ... ... ... ... ... ., autorizo
ala Lcda. Ruth Cecilia Yunga Le6n utilizar mi muestra de secrecién cervico-uterino
para proceder a realizar el estudio de “Determinacion de Chlamydia trachom atis
mediante qPCR en mujeres con ITU que acuden a consultas ginecolégicas en la

ciudad de Cuenca’”.

Firma del paciente...

Ginecdélogo responsable de la toma de muestras
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ENCUESTA

Datos del Investigador

Nombre: Lcda. Ruth Yunga Leédn

Direccién del lugar de trabajo: “LABORATORIO BIOMOLECULAR ” Tadeo Torres y José
Alvear esquina. Sector parque de la madre

Teléfono: 2844111 / 0986666707

Edad Actual...

Edad de iniciacién de actividad sexual 12-15 afios

16-20 afios

21-25 afios

M as 30 afios

Otras especifiquen

Numero de compafieros sexuales...

Numero de abortos o antecedentes de abortos:

Hijos con infecciones cutdneas luego del parto Si no

Infecciones frecuentes del tracto genitourinario:

si no
Problemas para embarazarse si no
Sabe Ud. que es la infeccién por Clamydia trachom atis si no

MUCHAS GRACIAS POR SU COLABORACION
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