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Resumen

RESUMEN

Las infecciones del tracto reproductor (ITR) se agrupan en tres categorias: las infecciones enddégenas
(IE), las infecciones de transmision sexual (ITS) y las infecciones iatrogénicas, y en su nombre
sefalan la forma en que son adquiridas y se propagan. Las dos primeras categorias representan un
serio problema de salud a nivel mundial que afecta a hombres y mujeres, a sus familias e inclusive a
comunidades enteras. Por su parte, debido a que aproximadamente un 85 % de la poblacién mundial
es sexualmente activa las ITS son de gran importancia. La deteccion de infecciones genitales es
importante para revelar la presencia simultanea de los diferentes microorganismos causantes de ITS,
asi como la identificacion certera de estos patégenos, la cual permite dar un tratamiento efectivo a las
pacientes que evita el desarrollo de enfermedades mas graves. Por este motivo, el presente trabajo
ofrecid un servicio para el diagnéstico oportuno de las alteraciones cervicovaginales producidas por
los principales agentes causales de IE e ITS y brindd informacion de la frecuencia de co-infecciéon que
existe en este tipo de patologias y el HPV en una poblacién de mujeres mexicanas.

El proyecto fue evaluado y aprobado por el comité de ética de la ENCB-IPN. La difusién del protocolo
se hizo entre la poblacién transeunte del casco de Santo Tomas y areas aledanas a la que previo a la
toma de la muestra, se le cuestion6é para conocer si cumplian con los criterios de inclusién. Cada
participante firmé un consentimiento informado y completé un cuestionario sobre datos demograficos y
clinicos. El diagnodstico de infeccion se realizé usando la siguiente metodologia: criterio de Amsel,
cultivo de Gardnerella vaginalis, criterio de Nugent, el examen en fresco, cultivo en medio
cromogénico, la deteccion, cuantificacion y susceptibilidad antimicrobiana de Mycoplasma hominis y
Ureaplasma urealyticum usando las galerias IST 2® o AF Genital System®, Chlamydia trachomatis se
detectd por PCR y Neisseria gonorrhoeae por cultivo y PCR. A todas las participantes se les realizd
Papanicolaou y en aquellas en las que se encontraron datos sugerentes de HPV, éste se buscd
usando el sistema INNOLIPA®. El analisis de frecuencias de los resultados obtenidos se hizo con el
software PASW-18, aplicando la prueba de chi? para determinar si existié relacion entre las
infecciones mixtas con HPV y los microorganismos causantes de cervicovaginitis y determinar si el
estado de la participante, es decir, estar o no enferma tiene relaciéon con el grupo de edad, uso de
condon, inicio de vida sexual, y el niumero de parejas sexuales.

La busqueda de los agentes etiolégicos bacterianos se realizé en las 207 muestras, a diferencia de la
infeccion con HPV que sdlo se ejecutd en aquellas participantes que tuvieron alteraciones citolégicas
en el resultado de Papanicolaou (n=34). Los resultados muestran que 127 de las 207 participantes
(61.3%) presentaban, al menos una infecciébn o agente etiologico. El resto de las participantes
(78/207=38.7%) no presentaron alteraciones citolégicas o alguna patologia, considerandolas asi como
participantes sanas, al menos desde el punto de vista microbioldgico.

El genotipo de alto riesgo mas frecuentemente detectado fue el 52, seguido de los genotipos 16 y 58
es relevante mencionar que el genotipo 18, considerado como uno de los mas frecuentes después del
genotipo 16, se encontrd solo en 1 de las 34 participantes. Ademas de la co-infeccién entre los
diferentes genotipos virales, en la poblacién analizada se detectdé también infeccién mixta, definida
como la presencia de HPV (uno o varios) acompafada de un microorganismo causante de patologia
genital. Esto ultimo ocurrio en 11 casos, la infeccién con HPV se acompafié de candidosis, de VB y de
la presencia de U. urealyticum 210* UFC/mL. Las infecciones mixtas fueron muy frecuentes,
circunstancia que es ampliamente reportada en la literatura de ITR. Se observd relacion
estadisticamente significativa en el nimero de parejas sexuales totales y el estar o no enfermo, esta
relacion (p=0.047), indica que el tener multiples parejas sexuales es un condicionante de adquirir al
menos una de las infecciones estudiades, mientras que en las otras variables no hay relacion
significativa.

La asociacion de U. urealyticum con VB resultd ser la mas frecuente. Las infecciones con ASCUS
presentaron al menos un genotipo de alto riesgo. Mas de la mitad de las participantes presenté por lo
menos una infeccién y/o colonizacion con al menos uno de los microorganismos buscados en esta
investigacion.
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Abstract

ABSTRACT
Reproductive tract infections are grouped into three categories: endogenous infections, sexually
transmitted infections and iatrogenic infections; the way each one is acquired and disseminated is
pointed out by their name. The first two represent a worldwide health problem since they affect men
and women, as well as whole comunities. Particularly, sexually transmitted diseases affect 85% of the
sexually active global population and occupy one of the top five causes of first level medical
attendance; in Mexico sexually transmitted infections are between the top ten causes of morbidity. The
detection of genital infections allows us to reveal the simultaneous presence of different
microorganisms causing sexually transmitted infections, the accurate identification of such pathogens
is the key to an effective therapy avoiding the development of more serious infections. This is why the
present work offered a service for the opportune diagnosis of cervicovaginal alterations caused by the
main agents of genital tract infections; on the other hand, it showed information about the possible
synergic effects of the concurrent infections with HPV in Mexican women. The project was evaluated
and approved by the Ethics Committee of ENCB-IPN. The spreading of the protocol was done in
Casco de Santo Tomas and surroundings. Each participant was interrogated in order to determine if
they gathered the inclusion criteria and each one signed an informed consent and answered a survey
about clinical and epidemiological data.
Diagnosis was performed as follows: Amsel’s criterion, Nugent’s score, Gardenerella vaginalis culture,
wet mount, culture in chromogenic medium, quantification and antimicrobial susceptibility of
Mycoplasma hominis and Ureaplasma urealyticum was done phenotipically with IST 2® galleries or AF
Genital System®, Chlamydia trachomatis was detected by PCR and Neisseria gonorrhoeae by culture
and PCR. Papanicolau test was done to all participants and those where HPV infection was suspected
were tested with INNOLipa® system. The analysis of the data obtained was done with PASW-18
software and the chi’ test was applied to determine if there was an association between mixed
infections and other microorganisms causing cervicovaginitis, as well as the probable relationship
between the state of health and the age, use of condom, age of first intercourse, among others.
The search of bacterial pathogens was performed in 207 samples, HPV diagnosis was done only in
those participants that presented cytological alterations in the Papanicolaou test (n=34). The results
show that 127 from the 207 participants (61.3%) presented at least one infection or etiological agent.
The rest of them (78/207=38.7%) did not show signs of cytological alterations or any other pathology,
which is why, from a microbiological approach they were considered as “healthy” participants.
The most frequently detected high risk genotype was 52, followed by genotypes 16 and 58, it is
important to emphasize that genotype 18, considered as one of the most frequent after genotype 16,
was detected in only one participant. As well as the concurrent infection between the different viral
genotypes, mixed infection was detected in the studied population, and it was defined as the presence
of HPV along with a genital pathogen. This happened in 11 cases, HPV infection was accompanied by
candidosis, BV and the presence of U. urealyticum in210* UFC/mL. These kinds of infections were
quite common, which has been previously widely reported. There was a significant relationship
between the number of sexual partners and being healthy or sick, this relationship (p=0.047), means
that having multiple sexual partners leads to acquiring at least one of the studied pathologies,
meanwhile, in other variables there is no significant association.
The association between U. urealyticum and BV was the most frequent. The infections with ASCUS
presented at least one high-risk HPV genotype.
More tan half of the participants presented one infection and/or colonization with al least one of the
microorganisms studied in the present work.

Vii



Introduccion

1. Introduccion

1.1 Infecciones del tracto reproductivo

1.1.1 Definicion

Las infecciones del tracto reproductivo (ITR) son causadas por
microorganismos que normalmente se encuentran presentes en algunas partes del
organismo, pero que son transportados a otras partes del tracto reproductivo durante
el contacto sexual, por organismos transmitidos durante el acto sexual o por algunos
procedimientos médicos. Representan un serio problema de salud a nivel global, que
afecta a hombres y mujeres, a sus familias y a comunidades enteras, siendo los
paises en vias de desarrollo los mas afectados (Grosskurth et al., 1995; NOM-039-
SSA2-2002).

No todas las infecciones de transmision sexual (ITS) son infecciones del tracto
reproductivo y no todas las ITR se transmiten por via sexual. El término ITS alude a
la forma de transmision, mientras que el de ITR se refiere ala zona afectada.

Por su origen, las ITR se agrupan en tres categorias: infecciones enddgenas,
infecciones de transmision sexual (ITS) e infecciones iatrogénicas, su nombre senala
la forma en que son adquiridas y se propagan.

Los géneros de microorganismos que normalmente habitan el tracto urogenital
masculino y femenino especies de Neisseria saprofitas, Lactobacillus,
Corynebacterium, Staphylococcus, Streptococcus, Candida, Prevotella, Clostridium,

Peptostreptococcus, Ureaplasma y Mycoplasma, por mencionar algunos.
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En las ITR femeninas es de suma importancia conocer cual es la microbiota
normal que presenta la vagina, asi como los agentes que pueden alterar este habitat
y por lo tanto provocar o permitir el desarrollo de una infeccién. En el ambiente
vaginal de las mujeres sexualmente activas,predominan cuantitativamente diferentes
especies del género Lactobacillus, productores de peroxido de hidrogeno (H202) y
acidos organicos que mantienen un pH considerado normal por debajo de 4.5, y han
sido consistentemente asociados con embarazos sanos.

Las especies mas comunmente aisladas de lactobacilos con microambientes
sanos son L. crispatus y L. jensenii.

Algunas especies que predominan en la vagina sana incluyendo a L. jensenii
reducen la adherencia de los gonococos (Nesisseria gonorrhoeae) y la invasion a
células epiteliales endometriales. Los lactobacilos son autoinhibidos por altos niveles
de perdxido de hidrogeno de manera que los niveles de lactobacilos productores de
peréxido de hidroégeno se auto regulan en la vagina. Ademas de los efectos directos
antimicrobianos del acido lactico y la consecuente acidificaciéon del pH que estas
bacterias producen, los mecanismos naturales de defensa en la vagina incluyen la
produccion de defensinas enddgenas, un inhibidor de proteasas, citosinas y moco

endocervical (Marrazzo, 2011).

1.2 Infecciones iatrogénicas (Ii)

Son aquellas provocadas por alguna intervencion médica. Los casos mas
comunes se originan durante el alumbramiento o como resultado de algun otro

procedimiento transcervical, como el aborto inducido o la insercion del dispositivo
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intrauterino (DIU). En algunas ocasiones, durante tales intervenciones los
microorganismos endoégenos de la vagina que se encuentran en el cuello uterino
llegan a ser transportados hasta el tracto genital superior donde pueden causar
infecciones graves, en el utero, trompas de Falopio, ovarios y otros 6rganos de la
pelvis. Los microorganismos que estan en otras partes del cuerpo, como los que
forman parte de la microbiota normal de la piel, también pueden ser introducidos en
el tracto genital durante algunos procedimientos médicos (OMS, 2005).

Las infecciones iatrogénicas son el resultado de la introduccion de una bacteria
u otro microorganismo en el tracto reproductivo, como consecuencia de algun
procedimiento médico como el aborto inducido, la insercion del dispositivo
intrauterino (DIU) o durante el alumbramiento, entre otros (Vazquez et al., 2007).
Este tipo de infecciones pueden cursar con leucorrea o ulceraciones y tumoraciones.

Entre los microorganismos causantes de cervicitis que cursan con leucorrea se
encuentra Mycoplasma genitalium, y entre los causantes de vulvovaginitis estan
algunas especies del género Candida, M. hominis, U. urealyticum, Streptococcus
pyogenes y Staphylococcus aureus.

También el virus del herpes simple (HSV) puede causar la aparicién de ulceras
genitales sin ser necesariamente de transmision sexual. Otra infeccién que cursa con
ulceras genitales es la sifilis, la cual es causada por Treponema pallidum y puede ser
transmitida de madre a hijo, en cuyo caso se denomina “sifilis congénita” (Vazquez et

al., 2007).
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1.3 Infecciones enddégenas (le)

La ITR enddgena se presenta principalmente en las mujeres. Algunos
microorganismos endoégenos se encuentran habitualmente en la vagina, pero pueden
causar una ITR cuando tienen un crecimiento excesivo. La infeccion por levaduras
del género Candida o la vaginosis bacteriana son de este tipo.

Las infecciones endogenas son el resultado de una inmunosupresion,
inmunodeficiencia o aumento excesivo de la poblacién de bacterias que normalmente
se encuentran presentes en la vagina, por ejemplo la vaginosis bacteriana (VB)
(Vazquez et al., 2007). Las dos afecciones enddgenas que afectan a las mujeres y
son mas numerosas en las consultas de visita médica general son la VB y la

candidosis, las cuales no necesariamente son infecciones de transmision sexual.

1.3.1 Vaginosis bacteriana (VB)

La VB es una condicién comun que afecta a millones de mujeres anualmente y
esta asociada con numerosos problemas de salud como parto pretérmino, bajo peso
del recién nacido, aborto espontaneo, enfermedad pélvica inflamatoria (EPI) y
adquisicion de HIV.

La descarga vaginal mal oliente o la irritacion local suelen ser los unicos
sintomas de la VB, por lo que un buen porcentaje de mujeres con dicha afeccién
pueden ser asintomaticas (Fredricks et al., 2005; Srinivasan y Fredricks, 2008).

La VB representa una condiciéon caracterizada por la sustitucion de la microbiota

normal, es decir, la disminucidbn o sustitucion de los bacilos de Doderlein
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(Lactobacillos) por altas cantidades de microorganismos anaerobios comensales,
resultando en algunas mujeres como una vaginitis sintomatica. Es la mas prevalente
de las infecciones vaginales en mujeres en edad reproductiva. Existen reportes
(Nugent et al., 1991) en los cuales mencionan que al menos 1 de 3 pacientes puede
tener VB detectada por tincion de Gram en fluidos vaginales.

Esta afeccidn ocurre con mayor frecuencia en mujeres que han reportado tener
sexo con mujeres, y mujeres con un elevado numero de parejas sexuales. Otros
factores de riesgo son la aplicacion de duchas vaginales, la colocacion de DIU, el uso
de anticonceptivos hormonales, el habito de fumar, la menstruacién y el estrés
cronico.

En la practica clinica, la VB es generalmente diagnosticada usando el criterio de
Amsel, para lo cual se deben cumplir al menos 3 de los siguientes 4 posibles
hallazgos: pH mayor a 4.5, descarga vaginal homogénea, deteccion de olor a
pescado bajo la adicion de KOH al 10%al fluido vaginal (prueba de Whiff positiva) y
la presencia significativa de células clave (definidas como mas del 20% del total de
células epiteliales vaginales vistas a 100x en microscopia salina). En la practica
clinica,la exactitud del criterio de Amsel esta limitada por la nula o pobre habilidad en
el uso del microscopio para detectar células clave (Amsel et al., 1983; Spiegel, 1991;
Marrazzo, 2011).

La VB también pude ser diagnosticada empleando la tincion de Gram directa
del fluido vaginal y el criterio de Nugent, el cual cuantifica el numero de lactobacilos y
morfotipos bacterianos asociados a VB para crear una escala de la normalidad de la

microbiota que va desde normal (puntaje= 0-3), intermedio (puntaje=4-6) y hasta la
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VB franca (puntaje= 7-10). El puntaje de Nugent es ampliamente reconocido como el
estandar de oro para el diagndéstico de la VB en estudios de investigacion.

Recientemente se han descrito ensayos de una reaccién en cadena de la
polimerasa (PCR) cualitativa y cuantitativa para la deteccion de bacterias asociadas
a la VB (BAVB); esto podria ser de utilidad en el futuro, pero no se ha validado para
el diagnéstico de VB en poblaciones grandes y diversasde mujeres. Ademas, la PCR
cuantitativa no se ha estudiado lo suficiente en cuanto a su precision para diferenciar
entre las mujeres que tienen una microbiota intermedia y mujeres con una VB
franca,las mujeres con una biota intermedia por el puntaje de Nugent pueden tener
altas cantidades de las BAVB, Gardnerella vaginalis y Atopobium vaginae (Nugent et
al., 1991).

En cuanto al tratamiento, los antibidticos de amplio espectro encontra de la
mayoria de las bacterias anaerobias son efectivos para aliviar los sintomas de la VB,
el alivio es a corto plazo y la mayoria de las mujeres con VB experimentaran
recurrencia en los siguientes meses. El metronidazol y la clindamicina son la terapia
de eleccion. Estudios publicados han reportado consistentemente la resolucion de la
VB en el 71-89% o mas de las mujeres un mes después de la administracion de éste
régimen. Las terapias intravaginales han tenido una eficacia similar al régimen de
metronidazol oral con menos efectos colaterales (Spiegel, 1991; Sobel, 1997; NOM-
039-SSA2-2002; Marrazzo, 2011).

A pesar de que cada episodio sintomatico usualmente responde rapidamente al
tratamiento convencional con antibidticos, la recurrencia rapida es frecuentemente

inevitable a menos que sea suprimida con terapia continua de antibiético (gel vaginal
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de metronidazol dos veces por semana) (Spiegel, 1991; Sobel, 1997; NOM-039-

SSA2-2002; Marrazzo, 2011).

1.3.2 Candidosis vulvovaginal

La presencia de Candida en la vagina, en ausencia de inmunosupresién o dafio
en la mucosa, usualmente no esta asociada con ningun signo de enfermedad y los
especialistas se refieren a ella como una colonizaciéon. En contraste con esta
colonizacion asintomatica, la candidosis vulvovaginal (CVV) se define como la
existencia de signos y sintomas de inflamacion en presencia de Candida spp. y en la
ausencia de otra etiologia infecciosa. La CVV esta caracterizada por la ocurrencia
esporadica o infrecuente de la enfermedad causada por C. albicans en mujeres
inmunocompetentes (Sobel, 1997; NOM-039-SSA2-2002; Achkar y Fries, 2010).

La CVV complicada incluye casos de CVV severa, CVV causada por especies
no C. albicans, CVV asociada con embarazo u otras condiciones concurrentes como
diabetes no controlada o inmunosupresion, y la CVV recurrente en mujeres
inmunocompetentes (Sobel, 1997; NOM-039-SSA2-2002; Achkar y Fries, 2010).

La distribucion de Candida spp. identificada en mujeres con CVV varia
ampliamente dependiendo de la localidad, asi como de la poblacién estudiada.
Tipicamente, se identifica una sola especie, pero una infeccion mixta de dos o mas
especies también se ha reportado en el mismo cultivo vaginal en la minoria de las
mujeres (2-5%) con CVV (Sobel, 1997; NOM-039-SSA2-2002; Achkar y Fries, 2010).

En cuanto a su distribucidn geografica, en diversos paises C. albicans es la
especie mas comun identificada con CVV (76-89%), seguida por C. glabrata (7-17%).

El porcentaje general de especies no C. albicans asociadas con CVV en estos paises
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va desde el 24 hasta el 11%. Algunos estudios reportaron una tendencia en aumento
en la ocurrencia de especies no C. albicans, mientras que en un estudio reciente de
90,000 muestras en los Estados Unidos de América se encontré una distribucion
anual consistente de 2003-2007. En contraste a los casos de los Estados Unidos,
Europa y Australia, las especies de Candida no C. albicans, en particular C. glabrata
parecen estar mas comunmente asociadas con CVV en algunos paises asiaticos y
africanos (Achkar y Fries, 2010).

Aunque muchas mujeres saludables desarrollan CVV esporadicamente,
diferentes factores de riesgo, de conducta y relacionados al hospederose asocian
con la CVV y con episodios recurrentes. Los factores de riesgo por comportamiento
que se asocian significativamente con una mayor incidencia de CVV incluyen el
contacto sexual frecuente y sexo oral receptivo, asi como el uso de anticonceptivos
orales con altas concentraciones en estrogenos, condones y espermicidas (Sobel,
1997; Achkar y Fries, 2010).

Usando la microscopia de una preparacion en fresco, se encuentran levaduras
y las seudohifas en cerca del 50% de las pacientes examinadas. El examen se hace
con una preparaciéon de 10% de KOH, lo cual es un procedimiento mas sensible que
la preparacion con solucion salina para la identificacion de levaduras o seudohifas. El
pH vaginal se mide para excluir otras infecciones como VB o tricomonosis en las que
éste es mayor a 4.5, mientras que en la CVV éste es normal (<4.5) (Sobel, 1997;
NOM-039-SSA2-2002; Achkar y Fries, 2010).

El cultivo vaginal es el método mas certero para el diagnéstico de CVV y es
indicado cuando la microscopia es negativa pero se sospecha de CVV, o en casos

de alto riesgo para una CVV por Candida no C. albicans. Existen varios métodos de
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cultivo y no existe mayor diferencia entre las gelosas Sabouraud, Nickerson o
Microstix-Candida. EI Chromagar® Candida es un medio selectivo que incluye
substancias cromogénicas permitiendo la rapida identificacion de varias especies de
Candida basadas en su pigmentacion, lo cual también facilita la deteccion de
infecciones mixtas con mas de una especie de Candida (Sobel, 1997; NOM-039-
SSA2-2002; Achkar y Fries, 2010; CENAVECE, 2011).

Para el tratamiento se utilizan formulaciones topicas de azoles, las cuales son
efectivas en candidosis no complicadas. En el caso de las candidosis complicadas,
se recomienda extender el tiempo de terapia, seguido de un régimen de
mantenimiento antifungico que consiste en ingerir semanalmente fluconazol. Este

régimen debe seguirse durante 6 meses (NOM-039-SSA2-2002; CENAVECE, 2012).

1.3.3 Micoplasmas genitales

Los expertos de las enfermedades infecciosas del aparato genital han
identificado desde hace décadas a M. hominis y a U. urealyticum, ya que pueden
formar parte de la biota normal en mujeres sexualmente activas. Ambas bacterias
pueden jugar un papel importante en corioamnioitis, salpingitis, enfermedad pélvica
inflamatoria (EPI), VB, endometritis postparto e infertilidad. También afectanal recién
nacido, provocando bajo peso al nacer, meningitis y bacteriemia, entre otras (Waites
et al., 2005; Larsen y Hwang, 2010; Taylor-Robinson y Skov, 2011). A pesar de la
abundancia de reportes de estos microorganismos, el trabajo ha progresado
lentamente, principalmente debido a que se trata de bacterias que necesitan
métodos de cultivo complejos (Waites et al., 2005; Larsen y Hwang, 2010; Taylor-

Robinson y Skov, 2011).




Introduccion

El primer reporte de un micoplasma recuperado directamente de un humano y
asociado a una condicion patolégica ocurrié en 1937, cuando Dienes y Edsall
aislaron de un absceso de glandula de Bartholin un organismo que era muy
probablemente el ahora conocido M. hominis.

El término micoplasmas fue usado por primera vez para describir a los
organismos tipo pleuropneumonia en la década de 1950. En afios siguientes se
describieron otras especies de micoplasmas humanos y en 1954, Shepard realizé la
primera descripcion de una cepa T de micoplasmas, después conocida como
Ureaplasma, cultivada de una muestra uretral de un hombre con uretritis no
gonocdcica (Waites et al., 2005).

En 1960 se probd que los micoplasmas eran incapaces de producir paredes
celulares, lo que los hace unicos entre los procariotes (Waites et al., 2005).

Los micoplasmas son los organismos autoreplicativos mas pequefos, en cuanto
a dimensiones celulares y tamafo gendmico, que son capaces de sobrevivir sin
necesidad de una célula.Sus genomas pequenos y habilidades biosintéticas limitadas
son responsables de muchas de sus caracteristicas biolégicas y requerimientos para
su complejo cultivo in-vitro. Carecen de pared celular, lo que evita su tincion por la
técnica de Gram, esta singularidad les confiere pleomorfismo celular y los hace muy
susceptibles a la deshidratacién. Otra caracteristica es su requerimiento de esteroles
en medios de cultivo artificiales, suplementados con la adiciéon de suero para proveer
los componentes necesarios para la membrana trilaminar que les da soporte
estructural (Waites et al., 2005).

En los afos siguientes a la primera descripcion y caracterizacion como un

patdbgeno humano, se acumulé evidencia adicional que relaciona al Ureaplasma con
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infertilidad, endometritis post-parto, corioamnioitis, aborto espontaneo, parto
prematuro, neumonia, bacteriemia, meningitis y enfermedad crénica pulmonar en
bebés prematuros. M. hominis también se ha involucradocon un gran numero de
estas condiciones, las cuales pueden afectar a mujeres embarazadas y a sus
neonatos (Waites et al., 2005).

Hasta el momento el papel de estos organismos como patégenos humanos se
mantiene indefinido debido a diversas razones, entre ellas su alta prevalencia en
personas sanas, el pobre disefio de muchas investigaciones previas, la poca
consideraciéon dada a otros aspectos como las condiciones del microambiente
vaginal, la poca familiaridad de los clinicos y microbidlogos, los requerimientos
nutricionales complejos necesarios para su cultivo in-vitro y su busqueda como ultimo
recurso (Waites et al., 2005).

Ureaplasma spp. puede encontrarse en las superficies mucosas del cérvix o
vagina del 40 al 80% en mujeres asintomaticas sexualmente maduras, mientras
M. hominis se encuentra en un 21 a 53%. Recientemente se realizaron estudios
clinicos que emplearon métodos como el cultivo, la serologia y ensayos de PCR.
Tales estudios reportan que estos organismos tienen un rol etiolégico en una
variedad de enfermedades urogenitales (Taylor-Robinson, 1983; Waites et al., 2005).

La naturaleza fastidiosa y la susceptibilidad de estos microorganismos al
secado obligan a tomar especial atencién a la recoleccién de muestras, a realizar la
inoculacion del medio de transporte al momento de tomar las muestra cuando sea
posible, a la transportacion y al envio adecuados si se quiere que los
microorganismos se mantengan viables. Aunque el cultivo es considerado el

estandar de oro para la deteccidon de M. hominis y U. urealyticum, éste es muy caro y
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requiere medios especiales, asi como experiencia, los cuales no estan disponibles
fuera de los laboratorios de investigacion o de referencia (Taylor-Robinson, 1983;
Waites et al., 2005; Muniz-Becerril et al., 2010).

Mientras los Ureaplasmas pueden ser identificados a nivel de género por su
morfologia colonial, asi como por su produccion de ureasa, en contraste, las
especies de micoplasmas como M. hominis que producen colonias de “huevo frito”
pueden ser identificados presuntivamente basados en sus tasas de crecimiento,
hidrdlisis de arginina y su sitio de origen; su identificacién a nivel de especie requiere
de pruebas adicionales, entre las que se encuentran inmunoblot con anticuerpos
monoclonales, coloniepiinmunofluorescencia y mas recientemente ensayos de PCR
(Waites et al., 2005; Mufiz-Becerril et al., 2010).

Las técnicas disefiadas para M. hominis estan dirigidas a genes como el 16S
rRNA. Las ventajas de la PCR para la deteccion de los micoplasmas genitales
incluyen el hecho de que no se necesitan organismos viables, su limite de deteccién
es mucho mejor que el del cultivo y los resultados pueden estar disponibles hasta en
un dia. Los ensayos de PCR también han sido evaluados como una herramienta
diagndstica para la rapida deteccién de infeccidén del tracto respiratorio en neonatos
por micoplasmas y se ha encontrado una concordancia del 91 al 95% entre la PCR y
el cultivo (Taylor-Robinson, 1983; Waites et al., 2005; Mufiz-Becerril et al., 2010).

Por otro lado, también se han descrito sistemas de PCR multiple para la
deteccion de los micoplasmas genitales en muestras clinicas que tienen resultados
favorables en comparacion al cultivo. Desafortunadamente esta técnica no existe de
manera comercial y su uso se ha limitado a laboratorios de investigacion y

laboratorios de diagnéstico molecular de referencia (Waites et al., 2005).
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La infeccidn causada por los micoplasmas genitales tiene diversas agravantes,
y entre las mas importantes se encuentran las complicaciones clinicas de la mujer
durante el embarazo, asi como, para el feto y los neonatos. Debido a lo cual es
importante aplicar un esquema antimicrobiano eficaz para evitar llegar a tales
complicaciones.

Las tetraciclinas son el tratamiento de eleccidén para la uretritis no gonocdccica
en hombres y mujeres; sin embargo, a nivel mundial los aislados clinicos tanto de
M. hominis como U. urealyticum han mostrado un aumento en la resistencia a las
tetraciclinas debido a la presencia de un transposon determinante de resistencia
llamado tet (M) (Ullmann et al., 1999).

Los micoplasmas genitales carecen de peptidoglicana, por o que no se ven
afectados por los p-lactamicos o la vancomicina. No son susceptibles a las
sulfonamidas o al trimetoprim debido a que no sintetizan acido folico. Por otro lado,
generalmente son susceptibles a antibidticos que interfieren con la sintesis de
proteinas como las tetraciclinas. Mientras Ureaplasma es susceptible generalmente a
los macrdlidos, es resistente a las lincozamidas, excepto en altas concentraciones.
En contraste, M. hominis es naturalmente resistente a la eritromicina pero susceptible
a algunos macrélidos (josamicina y miocamicina) y lincomicina (Waites et al., 2005).

Los tipos de agentes antimicrobianos actualmente disponibles para el
tratamiento de las infecciones causadas por Mycoplasma 'y Ureaplasma son limitados
y cuando el tratamiento falla es porque normalmente se prescribe sin hacer pruebas
de susceptibilidad antimicrobiana. Estas pruebas son de gran valor para infecciones

serias como la meningitis, para la evaluacion de actividades in vitro de nuevas

13



Introduccion

drogas o para propositos de vigilancia epidemioldgica de desarrollo de resistencia
(Waites et al., 2005).

Se han desarrollado fluoroquinolonas con excelentes perfiles farmacocinéticos y
actividad en contra de Gram negativos y Gram positivos. Una de estas
fluoroquinolonas es la levofloxacina; el isémero L de la ofloxacina. Estudios previos
han demostrado que ésta tiene una muy buena actividad en contra de los

micoplasmas (Ullmann et al., 1999; Waites et al., 2005).

1.4 Infecciones de transmision sexual

Las infecciones de transmision sexual (ITS) son aquellas que, como su nombre
lo indica, se transmiten predominantemente por contacto sexual, sin embargo
algunas pueden transmitirse verticalmente (transmision perinatal madre-hijo) durante
el embarazo, el parto o el riesgo laboral (Calderén, 2002; CDC, 2010). Estas
infecciones pueden ser causadas por bacterias, virus, protozoarios o por hongos. La
comprensiéon del comportamiento sexual es una pauta para la prevencion de las ITS
y el desarrollo de programas que propongan soluciones a éstas (Mateo de Acosta-

Andino et al., 2002; Aral y Ward, 2005).

Las ITS son un problema de salud publica a nivel mundial y los paises en vias
de desarrollo son los mas afectados, ya que 85% de su poblacién es sexualmente
activa, por lo cual el riesgo de contraer estas infecciones es mayor. En el caso de
México, entre las ITS que mas afectan a la poblacion estan: la tricomonosis, el virus
del papiloma humano (por sus siglas en inglés HPV), el sindrome de

inmunodeficiencia adquirida (SIDA), la sifilis adquirida, la infeccion gonocéccica
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genitourinaria, el chancro blando y el linfogranuloma venéreo (Cuadro 1); su
distribucion en el pais depende mucho de las condiciones econdmicas y educativas

de la region (NOM-039-SSA2-2002; CDC 2010; Boletin epidemioldgico, 2011).

Las ITS representan un grave problema de salud sexual y reproductiva, no sélo
al interior de los grupos de poblacion con practicas de riesgo, sino también en
aquellas personas de la poblacion general que llegan a exponerse al contagio
inadvertido con parejas ya infectadas pertenecientes a grupos con practicas de
riesgo para adquirir y transmitir estas infecciones como contactos sexuales sin

proteccion (NOM-039-SSA2-2002; CDC, 2010; Boletin epidemioldgico, 2011).

Cuadro 1. Numero de casos de ITS de reporte obligatorio en la Republica

Mexicana hasta la semana 52, 2011.

Infeccién de transmisién sexual Numero de
casos
Sifilis congénita 167
Sifilis adquirida 2,771
Infeccién gonocdccica genitourinaria 1,390
Linfogranuloma venéreo 249
Chancro blando 722
Tricomonosis 113,334
Herpes genital 2,815
Candidosis 285,069
HPV 35,073
SIDA 3,959

(Modificado de: Boletin epidemiolégico, Semana 52, 2011)

Se calcula que en el mundo existen alrededor de 333 millones de casos de ITS

15



Introduccion

en edades comprendidas entre los 15 y 49 afnos de edad, de los que millones se
producen en Europa; asi mismo, en México se producen aproximadamente 500,000
casos de ITS anualmente y ocupan uno de los cinco primeros lugares de demanda
de consulta en el primer nivel de atencion médica y se ubican entre las diez primeras
causas de morbilidad general en el grupo de 15 a 44 afios de edad, con un efecto
diferencial para la vida y el ejercicio de la sexualidad de mujeres y hombres (Da Ros

y Schmitt, 2008; Boletin epidemioldgico, 2011).

El problema de las ITS no se conoce debidamente en México; las pocas clinicas
especialmente instaladas con ese propdsito atienden a un numero muy limitado de
hombres, mujeres y trabajadoras sexuales, de manera que la informacién
relacionada con su actividad no es representativa de lo que ocurre en la poblacién.
Algunas de estas infecciones son consideradas de notificacion obligatoria en la
mayoria de los paises, y continian teniendo una frecuencia inaceptablemente alta,
con mayor incidencia en personas en edad reproductiva (NOM-039-SSA-2002). Los
virus, bacterias, hongos y parasitos producen en su mayoria cambios inflamatorios
especificos y algunas de sus patologias se muestran en el cuadro 2 (Novoa-Vargas,

2001; Carrillo et al., 2003; Lewis, 2004; Cox, 2006; Verteramo et al., 2009).

1.4.1 Virus de papiloma humano (HPV)

La infeccion genital por el HPV, es una de las ITS mas comun del aparato
reproductor femenino, provocando practicamente todos los casos (99%) de cancer
cervicouterino (CaCu) en mujeres en edad reproductiva (Lewis, 2004; King et al.,

2011). ElI CaCu es el segundo tumor maligno, en frecuencia, que afecta a las
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mujeres; cada ano se registran alrededor de 500,000 casos nuevos y 250,000
muertes en todas partes del mundo. Durante los ultimos afos, la incidencia y
mortalidad por CaCu en los Estados Unidos de América (EUA) y otros paises
desarrollados han disminuido notablemente. Sin embargo, en los paises en
desarrollo, esta patologia no ha presentado una disminucion importante. Son los
paises del Sur y Este de Africa y Latinoamérica los que informan una tasa de

incidencia de casi 40 por 100,000 mujeres por afio (OMS; 2011).

Cuadro 2. Patégenos causantes de ITS e infecciones enddgenas, patologia

que causan y principales métodos de diagndstico.

Microorganismo Patologia Diagnéstico
HPV CaCu y lesiones Papanicolaou, deteccion del DNA viral, histologia de
intraepiteliales biopsia y colposcopia (NOM-014-SSA2-1994)
Chlamydia Imunofluorescencia directa, PCR del gen omp1,

Cervicitis cultivo celular

trachomatis (Valassina et al., 1995)
Neisseria Gonorrea Cultivo y PCR para el gen 16S rRNA
gonorrhoeae (Hernandez-Martinez, 2009)

Micoplasmas

genitales Cervicitis v vaginitis PCR dirigida al gen 716S rRNA y cultivo (Biomeriux)
(U. urealyticumy M. yvag (Solis et al., 20086)
hominis)

Criterio de Amsel, puntaje de Nugent y Cultivo

Gardnerella vaginalis | Vaginosis bacteriana (Nugent et al., 1991; Amsel et al., 1983)

Agar cromogénico, APl C 20 AUX y observacién de

Candida spp. Candidosis pseudomicelio en el examen en fresco (Calderdn,
2002)
Trichomonas Tricomonosis Observacion en el examen en fresco y cultivo
vaginalis (Sanchez-Hernandez et al., 2008)
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Los estudios sobre la epidemiologia del CaCu han demostrado que esta entidad
se comporta como una enfermedad de transmisién sexual, que diversos factores de
riesgo parecen estar involucrados en su desarrollo y que entre los mas importantesse
pueden mencionar: inicio temprano de relaciones sexuales, multiples parejas
sexuales, infeccion previa por herpes simple y verrugas genitales. Los factores de
riesgo adicionales para neoplasia cervical incluyen tabaquismo, uso de
anticonceptivos orales, paridad incrementada y exposicidén previa a otras infecciones
(gonorrea, cervicitis, candidosis, tricomonosis, VB, etc.) (NOM-014-SSA2-1994;

Franco et al., 2001; Carrillo et al., 2003; Cox, 2006).

En 1989 Schmauz y su grupo investigacion, encontraron que varias infecciones
de transmision sexual constituyen un factor de riesgo importante para el cancer
cervical, ademas de la presencia de HPV. A partir de estos estudios, varios trabajos
han evaluado la asociacion entre otras enfermedades infecciosas y el proceso de
carcinogénesis generado por HPV. Esencialmente estos estudios se han enfocado a
C. trachomatis. Heilmann y Kreinbergm, en 2002, mostraron que aquellas mujeres
que poseian infeccidn por esta bacteria y que presentaron anticuerpos anti C.
frachomatis tenian un mayor riesgo de desarrollar cancer cervical. Otro estudio
multicéntrico (Mantovani y Banks, 2001) también mostré una fuerte evidencia de que
la infeccidén con virus del herpes tipo 2 (HSV-2), constituye un importante cofactor de
HPV en el desarrollo de cancer cervical. Sin embargo, ambos hallazgos tienen que
ser claramente documentados valorando cuidadosamente la participacion de otras
variables tales como el estatus inmunoldgico y hormonal de las pacientes (Gissman

et al., 1983; Evans et al., 2001; Heilamann y Kreienberg 2002; Shukla et al., 2010).
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Sin lugar a dudas la asociacién entre el HPV y el CaCu se ha convertido en la
principal causa de carcinogénesis. Es decir, ahora es claro que no existe el CaCu sin
la presencia persistente de DNA del HPV. A tal grado, que la existencia del cancer en
individuos HPV negativos no constituye una prioridad debido a que son casos

extremadamente raros (Gissman et al., 1983).

Aproximadamente, una tercera parte de los papilomavirus conocidos infectan
especificamente el tracto genital. Y un subgrupo de éstos esta asociado a las
malignidades cervicales (Clifford et al., 2003). En la actualidad, se acepta que la
infeccidon persistente por algunos genotipos del HPV, es un factor determinante en el
desarrollo de lesiones anogenitales, incluyendo CaCu. Por su frecuencia, es
considerado el segundo tipo de cancer en mujeres, siendo el primer tipo de cancer
que la OMS acepta como 100% atribuible aun proceso infeccioso (Bosch et al.,
2002). Desde 1995, la OMS establecié que al menos los genotipos de HPV 16y 18
causan cancer cervical, también existen evidencias (aunque no tan claras) que
implican al HPV en el desarrollo de algunas formas de cancer vulvar, anal, boca,
orofaringeo y de las células escamosas del pene (Evans et al., 2001, Heilamann y
Kreienberg 2002; Shukla et al., 2010).

La evidencia epidemioldgica que relaciona al HPV con el cancer se encuentra
sustentada en dos estudios principales:

* La Agencia Internacional para la Investigacion del Cancer (IARC) efectudé un
estudio en el que participaron 22 paises, encontrandose la presencia de HPV en el
99.7% de los casos. La prevalencia de los genotipos virales fue: HPV 16 (53%), HPV

18 (15%), HPV 45 (9%), HPV 31 (6%) y HPV 33 (3%). HPV 16 fue el genotipo mas
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comun encontrado en todas las regiones geograficas, seguido por el genotipo 18. El
HPV 39 y 59 fueron encontrados exclusivamente en América latina.

* En el segundo estudio, donde participaron 13 paises y se incluyeron 2000
casos y 2000 controles, se encontré una fuerte relacion entre los genotipos de HPV
16 y HPV 18 con cancer CaCu. De acuerdo con los resultados de este estudio, los
genotipos 31, 33, 35, 45, 51, 52, 58 y 59 también deben de ser considerados
cancerigenos (Mufoz et al., 2003; OMS, 2011).

Tomando como base su asociacién con el CaCu, el HPV se agrupa en
genotipos de alto riesgo (16, 18, 31, 33, 34, 35, 39, 45, 51, 52, 56, 58, 59, 66, 68 y
70) y de bajo riesgo (6, 11, 40, 42, 43, 44, 54, 61, 70, 72 y 81) (Burd, 2003).

Dado que HPV no se puede cultivar y los métodos inmunoldgicos no son los
adecuados para detectar la infeccidon, las herramientas mas utilizadas para hacer el
diagndstico de infeccidn por el virus son la citologia y la histologia. El diagnéstico de
infeccion se efectua mediante la identificacion de coilocitos en la citologia cervical
(Papanicolaou), lo cual es considerado un signo patognomonico de la infeccién por
HPV. Segun la edad de la paciente y la localizacion de la infeccion, la sensibilidad del
método varia entre el 30% y el 90%, para un diagnostico oportuno se recomienda
realizar el Papanicolaou, colposcopia y deteccidén de material genético de HPV,
ademas se requiere de la biopsia para confirmar el diagnéstico (NOM-014-SSA2-
1994; Wen-Jin et al., 2011).

Los factores de riesgo para la infeccion por el HPV ya se conocen bien y aun no
se sabe con certeza si las alteraciones en la microbiota vaginal se relacionan con la
predisposicion a la infeccion. Las infecciones genitales, incluyendo BV, infeccion por

T. vaginalis, C. trachomatis y herpes genital se han identificado como factores de
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riesgo para la adquisicion de la infeccién por HPV o para el desarrollo de CaCu

(Watts et al., 2005).

La susceptibilidad bioldgica y la respuesta inmunolégica para la adquisicién del
HPV podrian verse afectados por infecciones vaginales comunes y tratables que
alteran el equilibrio del ecosistema vaginal, asi como los mecanismos intrinsecos de
proteccion innata. La VB y la infeccion por T. vaginalis se asocian con altos niveles
de microorganismos anaerobios productores de citotoxinas, sialidasas y mucinasas,
que pueden dafiar el epitelio cervicovaginal, degradar el moco y la inmunoglobulina

IgA (Rottini et al., 1990; Wiggins et al., 2001; Oakley et al., 2008; King et al., 2011)

La demostracion de genotipos es posible solamente mediante técnicas de
biologia molecular. EI método mas utilizado es el de la PCR, usando diferentes
grupos de iniciadores consenso. Las regiones utilizadas en los protocolos de
extension corresponden a secuencias de los genes L1 o E1 altamente conservadas,
el procedimiento permite amplificar un amplio espectro de genotipos de HPV en una
sola reaccion.

En contraste con el comienzo, hace unos 20 afios, de la era de la deteccién
molecular del HPV, donde sdélo estaban disponibles algunos métodos engorrosos
como el Southern blot y el de hibridacion in-situ, existe hoy en dia una gran cantidad
de métodos de DNA/RNA/Proteina del HPV mas sencillos de realizar y que se usan
basicamente con técnicas automatizadas; o bien detectar un cierto numero de tipos
de HPV en conjunto o el genotipo directamente.

Algunas de las metodologias in-house desarrolladas inicialmente en

laboratorios de investigacién han evolucionado hasta llegar a ser estandarizadas con
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equipos comerciale, sus caracteristicas se han mejorado, por ejemplo, la sensibilidad
analitica y el aumento de cobertura para una amplia gama de genotipos virales. Sin
embargo, hasta ahora no existe algun método de referencia (Kroupis y Vourlides,
2011). Los métodos mas frecuentemente utilizados se muestran en el cuadro 3.

Cuadro 3. Métodos utilizados frecuentemente para la deteccion de los
diferentes genotipos de HPV.

. . Genotipos
Test (Compaiiia) Método detectados
Prueba de Hibridos RNA/DNA
Captura de Hibridos Il (QIAGEN) quimioluminiscencia, anticuerpos 13 AR y/o 5 BR
antiRNA/DNA
Cervista HPV (Hologic) Invasor Fluorométrico 14 AR en 3
tubos separado
. Biotinilado MYC-PCR (gen L1) y
Amplicor HPV Test (ROCHE) colorimétrico ELISA 13 AR
Sistema de deteccion de todo el Biotinilado L1F/L1R PCR (gen L1) y 46 AR+BR
espectro de HPV (GENOID) colorimétrico ELISA
In-house Set de iniciadores MY, GP,
GP+. SPF10 -CP, PU PCR Consenso Gen L1Gen E1, Gen E6/E7 >35 AR+BR
Hibridacion (ROCHE) CE-IVD PGMY- PCR (L1 gene) + hibridacion reversa 37 AR+BR
INNO-LiPa HPV Genotyping Extra | - gprq6 peR (gen L1)+hibridacion reversa 28 AR+BR
(Innogenetics)
Ampliquality HPV (AB analitica) L1-PCR+hibridacion reversa 18 AR+BR
Chip facil HPV (King car) MY-16/GP6+PCR+microarreglo 39 genotipos

HPV: virus de papiloma humano; AR: alto riesgo; BR:Bajo riesgo; PCR: reaccion en cadena de

la polimerasa; ELISA (Enzyme Linked Inmuno Sorbent Assay).Modificado de Kroupis y Vourlidis,
2011.

1.4.2 Gonorrea

La gonorrea, es la ITS bacteriana mas comunmente reportada y la incidencia de
nuevos casos es especialmente alta en paises en desarrollo. La incidencia de la
gonorrea varia de acuerdo con la edad. El 75% de los casos ocurre en personas
mayores de 30 afos y su incidencia es el doble para adolescentes sexualmente

activos, asi como mujeres entre 20 y 24 afios de edad (Shim et al., 2010).
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N. gonorrhoeae, es el agente etiolégico de la gonorrea y otros sindromes
clinicos como uretritis, cervicitis, salpingitis, bacteriemia, artritis y otros.
N. gonorrhoeae pertenece al género Neisseria y a la familia Neisseriaceae, es un
micoorganismo cocoide que frecuentemente se observa en pares. Los diplococos
tienen lados adyacentes aplanados, lo que les da apariencia de “grano de café”
(Murray et al., 2003). N. gonorrhoeae es un microorganismo muy exigente a nivel
nutricional, para su aislamiento estan disponibles diversos medios enriquecidos y
selectivos como el Thayer-Martin modificado (MTM) que son bases de agar
chocolate suplementados con factores de crecimiento para microorganismos
fastidiosos; el medio New York City (NYC) también es utilizado y contiene almidon,
plasma vy eritrocitos lisados de caballo. Estos medios contienen agentes
antimicrobianos que inhiben a otros microorganismos y permiten el aislamiento de la
Neisseria, por ejemplo, la vancomicina y colistina inhiben el crecimiento de bacterias
Gram positivas y negativas respectivamente, el lactato de trimetoprim inhibe el
swarming de Proteus presente en muestras rectales y, en algunas ocasiones,
cervicovaginales (Murray et al., 2003). N. gonorrhoeae requiere una tension de CO;
del 5% aproximadamente para su Optimo desarrollo, a las 48 horas forma colonias de
0.6 a 1.0 mm de diametro. El gonococo produce diversos tipos coloniales
relacionados con la presencia de pilus en las bacterias. Las tipicas colonias tienden a

ser pequenas, brillantes y elevadas (Murray et al., 2003).

La gonorrea se manifiesta con un amplio espectro de presentaciones clinicas,
incluyendo infecciones locales sintomaticas y asintomaticas, infecciones locales

complicadas y diseminacion sistémica. El tiempo medio para desarrollar sintomas es
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aproximadamente a las 72 horas (Shim et al., 2010). Si esta infecciéon se manifiesta
de manera asintomatica, la sintomatologia que se observa es descarga vaginal e
irritacién, que puede ser o no apreciada hasta que la infeccion se disemina al tracto

genital superior (Wolker y Sweet, 2011).

Debido a que la gonorrea es principalmente asintomatica en las mujeres el
diagndstico es critico para la identificacion de la infeccion y la prevencién o limitacién
de la diseminacion al tracto genital superior, asi como su transmisién vertical u
horizontal. La busqueda rutinaria de N. gonorrhoeae esta recomendada de manera
anual para todas las mujeres sexualmente activas con riesgo de infeccion,
incluyendo mujeres menores a 25 anos 0 mujeres con uno 0 mas de los siguientes
factores de riesgo: infeccidn previa de gonorrea, uso inconsistente del conddn,
trabajo sexual comercial, uso de drogas o infeccidén por HIV con vida sexual activa

(Wolker y Sweet, 2011).

Entre los métodos de diagndstico para N. gonorrhoeae la tincion de Gram aun
es ampliamente utilizada debido a su bajo costo y sobre todo a su simplicidad. En
hombres sintomaticos la sensibilidad de esta técnica es de poco mas del 90%. Sin
embargo, la sensibilidad disminuye significativamente en mujeres y hombres
asintomaticos. Por otra parte, el cultivo sigue siendo el estandar de oro para el
diagndstico de infecciones causadas por N. gonorrhoeae, y se reporta una
sensibilidad de mas del 90% y una especificidad cercana al 100% en cultivos de
muestras uretrales y cervicales (Ghanem et al., 2005). Existen diversos métodos
confirmatorios para la identificacion de N. gonorrhoeae, los mas importantes son las

pruebas de acidificacion con carbohidratos, pruebas de sustratos cromogénicos
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enzimaticos, pruebas inmunoldgicas (coaglutinacion, inmunofluorescencia, etc.),
sistemas de identificacién multiples y pruebas de DNA (Murray et al., 2003; Ghanem

et al., 2005; Gaydos, 2005, Wolker y Sweet, 2011).

En México, la Norma Oficial Mexicana NOM-039-SSA2-2002 especifica que los
métodos de diagndstico aceptados para cervicitis y uretritis gonocdccica son el
cultivo o pruebas de amplificacion de DNA como lo son la Reaccion en Cadena de la
Ligasa (LCR) o la Reaccién en Cadena de la Polimerasa (PCR); estas pruebas se
deben realizar a los casos sospechosos para poder definirlos como casos
confirmados y proceder a dar tratamiento (Murray et al., 2003; Ghanem et al., 2005;

Gaydos, 2005, Wolker y Sweet, 2011).

Una caracteristica muy importante de N. gonorrhoeae es su capacidad de
desarrollar mecanismos de resistencia a compuestos antimicrobianos. Para finales
de los anos 80’s, las penicilinas y las tetraciclinas ya no eran recomendadas para el
tratamiento de la gonorrea debido a la alta prevalencia de N. gonorrhoeae productora
de beta lactamasas; en 1981, la espectomicina era el tratamiento de eleccion, sin
embargo, en 1987 la prevalencia de N. gonorrhoeae resistente a espectinomicina

aumenté (Ghanem et al., 2005; Lee et al., 2007; Shim et al., 2010).

En el 2010, los CDC publicaron una lista de agentes antimicrobianos
recomendados para el tratamiento de infecciones causadas por N. gonorrhoeae y la
mejor via de administracion de los mismos, los cuales se muestran en el cuadro 4.
En México, la Norma Oficial para la Prevencién y Control de las Infecciones de
Transmisién Sexual puntualiza los signos y sintomas precisos que se deben vigilar

para que se considere un caso confirmado de la misma, y se incluye el tratamiento
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pertinente; en el caso de la uretritis y cervicitis gonocdccica, el cual también se

incluye en el cuadro 4.

Cuadro 4. Agentes antimicrobianos recomendados por los CDC (2010) y la

dosis empleada para el tratamiento de la gonorrea.

ANTIMICROBIANO

DOSIS Y ViA DE ADMINISTRACION

CcDC NOM-039-SSA2-2002
Cefixime 400 mg VO (1 dosis) 400 mg VO (1 dosis)
Ceftriaxona 125 mg IM (1dosis) 125 mg IM (1 dosis)
Ciprofloxacina 500 mg VO (1 dosis) 500 mg VO (1 dosis)
Ofloxacina 400 mg VO (1 dosis) 400 mg VO (1 dosis)
Levofloxacina 250 mg VO (1 dosis) NR
Espectomicina 2 g IM (1 dosis) NR

Azitromicina NR 1g VO (dosis Unica)
Doxiciclina NR 100 mg VO (c/12 h por 7 dias)
VO - via oral; IM - via intramuscular; NR- no recomendado (NOM-039-SSA2-2002).

El tratamiento debe ser administrado al momento del diagndstico para asegurar

la adherencia del paciente al mismo y los pacientes deben ser informados de

abstenerse al contacto sexual hasta que la terapia se complete y hasta que ellos y

sus parejas sexuales no presenten sintomas (Wolker y Sweet, 2011).

1.4.3 Cervicitis mucopurulenta

La cervicitis mucopurulenta es una infeccion causada por C. trachomatis, una

bacteria intracelular obligada, que sintetiza su propio DNA utilizando a la célula

huésped como fuente de ATP, por lo que se le considera un parasito energético

intracelular estricto (Black, 1997). Se ha reportado que de 3 a 5% de mujeres con

vida sexual activa estan infectadas por este microorganismo; en México se ha

reportado una incidencia general de ITS del 9% de C. frachomatis en mujeres que
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acuden a clinicas, de 18 a 64% en mujeres que acuden a clinicas de esterilidad,
15.5% en embarazadas, 22% asociado a pérdida del embarazo y 4% en poblacion
abierta. Los casos de infeccién genito-urinaria por C. trachomatis no son de reporte
obligatorio, por lo que no existen datos epidemiolégicos exactos de la misma, sin

embargo su incidencia es de suma importancia (Fagundo-Reynero, 2000).

La infeccion por C. trachomatis en cérvix puede cursar asintomatica en la
mayoria de los casos y tener manifestaciones inespecificas por semanas o meses,
por lo que el contagio a la pareja es frecuente. La infeccidn endocervical representa
un signo de alarma ya que puede cursar como un cuadro asintomatico
frecuentemente y causar una serie de complicaciones que incluyen sindrome uretral
agudo, cervicitis purulenta y endometritis, entre otras (SINAVE, 1996). Esta infeccién
afecta principalmente a mujeres jovenes, debido a las diferencias anatémicas del
cérvix, sitio primario de infeccion, pero la uretra y el recto también pueden ser
infectados. Cuando aparecen sintomas, éstos consisten principalmente en descargas

vaginales y disuria. En algunos casos hay sangrado después del coito (Black, 1997).

Como se menciond anteriormente, C. trachomatis es una bacteria intracelular
obligada, lo cual significa que su ciclo de desarrollo tiene etapas caracteristicas y

que la multiplicacién bacteriana so6lo ocurre en una célula huésped (Hatch, 1996).

El desarrollo del ciclo toma aproximadamente de 2 a 3 dias e inicia con una
forma infecciosa metabdlicamente inactiva llamada cuerpo elemental (EB), una vez
dentro de la célula huésped ocurre una diferenciacion a cuerpo reticular (RB), el cual
es metabdlicamente activo pero no infeccioso (Hatch, 1996; Subtil y Dautry, 2004).

La célula continua manteniendo el ciclo de C. frachomatis hasta aproximadamente 30
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a 72 horas después de la infeccion, tiempo en el que célula se lisa y libera EBs, RBs
y otras formas intermedias (Hatch, 1996). En algunos casos ocurre una etapa de
persistencia, durante la cual se producen RBs que no maduran a EBs, esta
persistencia altera el ciclo alargandolo, y es la responsable de infecciones con
términos de duracién muy largos y con secuelas muy serias y dificiles de tratar

(Subtil y Dautry, 2004).

Basicamente hay cuatro métodos de diagndstico para confirmar la infeccion por
C. trachomatis, a saber, examen microscopico directo de muestras de raspado tisular
para buscar inclusiones citoplasmaticas tipicas, el cual no es muy adecuado debido a
su escasa sensibilidad e interpretaciones falsas positivas; aislamiento del
microorganismo en cultivos celulares (el cual es el estandar de oro); identificacion de
antigenos y acidos nucleicos e identificacion de anticuerpos en el suero o
secreciones locales (Fagundo-Reynero, 2000). Ademas, existen otros métodos que

se muestran en el cuadro 5.

Las tetraciclinas, la rifampicina y los macrélidos, en particular la azitromicina,
son los antibidticos mas eficaces contra C. frachomatis (Fagundo-Reynero, 2000).
Como ya se menciond anteriormente, en México existe una Norma Oficial Mexicana,
en la cual también se incluyen las infecciones por C. frachomatis y el tratamiento que
esta norma recomienda para la cervicitis mucopurulenta y uretritis no gonocdccica se

muestran en el cuadro 6.
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Cuadro 5. Métodos de diagndstico para Chlamydia trachomatis.

Tipo de Nombre del Caracteristicas
método método
. . Se usa una monocapa celular en la que se desarrolla la
Cultivo Cultivo celular . g Y )
infeccion. Sdlo si hay EBs viables.
. DFA Prueba con anticuerpos monoclonales contra la MOMP.
Métodos de — — —
e EIA Deteccion inmunoquimica de LPS especificos
deteccion de - —— — = -
. Prueba Point-of- Deteccion inmunoquimica de LPS especificos mediante
antigeno . e .
care inmunodifusién en latex
PACE 2 Prueba de hibridacién de DNA del 16S rRNA
PACE 2C Prueba de hibridacién de DNA que también permite
Métodos de identificar infecciones por N. gonorrhoeae
deteccion de
acidos Prueba de amplificacion de DNA que utiliza dos iniciadores
nucleicos PCR sintéticos complementarios a sitios especificos del DNA de
C. trachomatis.
AMPLICOR Prueba de PCR comercial
MIF Detecta anticuerpos tipo IgM y detecta diferencias entre
especie y serotipo.
Pruebas
seroldgicas
Prueba CF Detecta anticuerpos anti LPS especificos de especie

EB’s: cuerpos elementales; MOMP: Proteina mayor de membrana externa, LPS: Lipopolisacaridos,
DFA: Tincion Directa con Anticuerpos flurorescentes, EIA: Inmunoensayo enzimatico, PCR: Reaccién
en cadena de la polimerasa, MIF: Microinmunofluorescencia, CF: Fijacién de complemento.Construido
con informacion de Valassina et al., 1995; Black, 1997 y Bafuelos et al., 2000.

Cuadro 6. Agentes antimicrobianos utilizados para el tratamiento de infecciones

por Chlamydia trachomatis segun la NOM-039-SSA2-2002.

Agente Dosis

antimicrobiano Cervicitis mucopurulenta Uretritis no gonocéccica

Ofloxacina NR 300 mg VO g/llé h durante 7

. 100mg VO c/12h durante 7 100mg VO c¢/12h durante 7

Doxicilina . .

dias dias

Eritromicina NR 500mg VO c/’12h durante 7
dias

Azitromicina NR 1 gramo VO dosis Unica

Levofloxacina NR 500 mg c/24h durante 7 dias

Ceftriaxona 125 mg IM dosis Unica NR

VO - via oral, IM - via intramuscular, NR- no recomendado

Disefiado a partir de: NOM-039-SSA2-2002.
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1.4.4 Tricomonosis

La infeccidn por Trichomonas vaginalis fue descrita por primera vez por Donne
en 1836 y se creia que era un comensal no dafino de la cavidad vaginal. Sin
embargo, en 1916 Hohne usé el término “tricomonosis” para describir la condicion en
la que se presentaba este parasito en la vagina. Se adoptdé el concepto de
T. vaginalis como un microorganismo patégeno, Trussell y Plass (1940) concluyeron
que T. vaginalis producia vaginitis en 9 de 20 mujeres (Ryu y Min, 2006; Van Der Pol,
2007).

La tricomonosis es una infeccibn de transmision sexual causada por un
protozoario llamado T. vaginalis, afecta aproximadamente 180 millones de personas
alrededor del mundo, convirtiéndola en la ITS no viral mas comun. La OMS ha
estimado que su prevalencia se encuentra entre 170 y 190 millones de casos
anuales alrededor del mundo (Van Der Pol, 2007; Schwebke et al., 2011). En México,
hasta la semana 52 del 2011 se reportaron 113,334 casos de tricomonosis, en el
2010 se reportd un total de 111527 de tricomonosis unicamente en mujeres y en el
2009 se reportaron 119,163 casos (Boletin Epidemioldgico, 2011).

En mujeres embarazadas las tricomonas estan implicadas en ruptura temprana
de membranas y partos prematuros, asi como en el nacimiento de infantes de bajo
peso. Ademas, la tricomonosis se ha propuesto como un factor de riesgo para la
transmision de HIV (Van Der Pol, 2007).

T. vaginalis varia en tamano y forma; mide aproximadamente 10 y 7 um de
largo y ancho respectivamente, en cultivo in-vitro tiene una forma uniforme oval o tipo

‘pera”, cuando se encuentra unida al epitelio vaginal su apariencia es ameboide.

30



Introduccion

Este parasito tiene 5 flagelos, de los cuales, 4 se encuentran en su porcion anterior y
el quinto se encuentra asociado a la membrana ondulante, a la cual le da movilidad.

La infeccion puede ser asintomatica o presentarse como una vaginitis flagrante,
y un tercio de las pacientes asintomaticas se vuelven sintomaticas en los siguientes 6
meses. Una vez establecida la infeccidn, ésta persiste por largos periodos de tiempo;
la tricomonosis es una infeccidn que generalmente ocurre en la edad reproductiva y
raramente se observa en mujeres premenarcas o0 menopausicas (Petrin et al., 1998).

El periodo de incubacion puede ser desde 4 hasta 28 dias, y dependiendo de su
gravedad, esta puede clasificarse en aguda, crénica o asintomatica. En el caso de la
infeccidn aguda, se presenta descarga vaginal profusa, de color verde o amarillenta,
se asocia con picazon, ardor, irritacion y mal olor. Al realizar una revisidon
ginecoldgica, la mucosa vaginal y cervical se observa hiperémica, con lesiones
puntiformes rojas, esta apariencia denominada “de fresa” se observa sélo en el 2%
de los casos (Petrin et al., 1998; Van Der Pol, 2007). En la infeccién crénica los
sintomas son menos severos y consisten en prurito, dispareunia y secrecion vaginal,
la cual es poco abundante y con moco. Por otro lado, del 25 al 50% de las mujeres
infectadas son asintomaticas y presentan caracteristicas vaginales normales, y el
50% de estas mujeres desarrollan sintomas en los meses subsecuentes (Petrin et
al., 1998).

El diagndstico se realiza inicialmente de acuerdo con la presentacion clinica, sin
embargo, éste no puede ser realizado unicamente de acuerdo con la sintomatologia
observada debido a que ésta es similar a la de otras ITS, ademas de que el signo
patognomonico (el cérvix de fresa) se presenta unicamente en el 2% de las pacientes

y la descarga vaginal espumosa se observa unicamente en el 12% de los casos. Se
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reporta que si se emplean uUnicamente las caracteristicas clinicas para realizar el
diagndstico, el 88% de las mujeres infectadas no seran diagnosticadas y el 29% de
las mujeres no infectadas se reportaran como enfermas (Carr et al., 1998; Petrin et
al., 1998).

Por estos motivos, el diagnoéstico de la tricomonosis ha dependido de la
observacion microscépica del protozoario mévil en la secrecidon vaginal o cervical.
Aunque este método es mas econdmico, no es considerado el 6ptimo debido a su
baja sensibilidad, pues el protozoario disminuye su movilidad caracteristica una vez
que fue removido de la temperatura corporal (Petrin et al., 1998).

El cultivo es considerado el estandar de oro para el diagndstico debido a su
facilidad de interpretacién y a que no se necesita un inéculo grueso para iniciar el
cultivo. Desafortunadamente, éste también tiene ciertas limitantes, entre las que se
encuentran el tiempo de incubacion, de 2 a 7 dias, tiempo en el que la infeccion
puede seguirse transmitiendo, y el hecho de que los métodos de cultivo comerciales
no se encuentran disponibles para todos los laboratorios clinicos (Petrin et al., 1998;
Carr et al., 1998).

Por todo lo anterior, se han desarrollo métodos tanto inmunolégicos como
moleculares para el diagnéstico de la tricomonosis. Entre los primeros se encuentran
la aglutinacién, la fijacion de complemento, la hemaglutinacion indirecta, la difusion
en gel y ELISA, entre otros. El método molecular mas ampliamente utilizado es la
PCR, aunque existen otros métodos comerciales como el Affirm VP Il System que
emplea sondas para realizar la deteccion de DNA no sélo de T. vaginalis, sino

también de G. vaginalis y Candida spp. (Petrin et al., 1998; Ryu y Min, 2006).
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El metronidazol es el tratamiento de eleccion para la tricomonosis ya que es
altamente efectivo y ademas se encuentra aprobado por la OMS en una sola dosis
de 1.5 a 2 gramos por via oral o en dosis de 500 mg dos veces al dia durante 7 dias;
sin embargo, los CDC no lo recomiendan como primera opcién debido a su potencial
carcinégeno observado en ratas, ademas de que los reportes de resistencia al
metronidazol van en aumento. A pesar de esto, no existen otros farmacos aprobados
para el tratamiento de la tricomonosis (Petrin et al., 1998; Dunne et al., 2003; Ryu y

Min, 2006, Boletin epidemiolégico, 2011).
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2. Antecedentes

Dado que la presencia de co-infecciones genitales, ya sean de transmisién
sexual o no, puede tener importancia en la proliferacién del HPV, algunos autores se

han dado a la tarea de estudiar este aspecto de la microbiologia cervicovaginal.

Cuando se revisa la literatura se encuentran algunos estudios que reportan la
relacion existente entre el HPV con otros microorganismos causantes de este tipo de
infeccidon en diversas poblaciones (cuadro 7).

Cuadro 7. Reportes de la frecuencia de co-infeccion entre HPV y otros

microorganismos causantes de ITS.

Frecuencias

Autor No. Pacientes/Pais
HPV + Gv21.3%,
390 ient HPV + CAN 12%,
acientes
Candido-Murta et . pac . HPV +Tv 1.8%,
Brasil (Centro de referencia
al., 2000 e HPV+ CAN y Gv 1.8%,
publico)

HPV + Gvy Tv 0.5%,

HPV +otros agentes 62.6%.
HPV + Ct 14%
78% con otras ITS
(Sifilis, gonorrea, candidosis

50 pacientes
India (clinica de
enfermedades de
transmisién sexual)

Gopalkrishna et al.,

2000
VB, tricomonosis, etc.

HPV + Uu 24.8%.
HPV + CAN 13.5,
HPV + Sa 9.4%,

266 pacientes Italia
(departamento de

Vertaramo et al.,
2009 ginecologia, universidad de HPV + Gv 5.2%,
Roma) HPV + Ct 5.4%,
HPV + Tv 1.8%

HPV: virus de papiloma humano; Gv: Gardnerella vaginalis; CAN: candidosis; Tv: Trichomonas
vaginalis; Uu: Ureaplasma urealyticum; Sa: Streptococcus agalactiae; Ct. Chlamydia trachomatis.

Realizado para fines de este trabajo.

34



Antecedentes

Estas infecciones aumentan la posibilidad de desarrollar enfermedad pélvica
inflamatoria, consecuencias adversas en el embarazo y riesgo de adquirir HIV/HPV,
entre otras infecciones. En mujeres en edad reproductiva en las que se diagnostico
algunas afecciones como la VB, la microbiota autdéctona productora de H.O,
(lactobacilos) se vio disminuida, por lo tanto, en esta poblacién se favorece el
establecimiento y desarrollo de otros microorganismos patdégenos y la adquisicion de
otras ITS, incluyendo las causadas por virus como el virus de inmunodeficiencia
humana (HIV) y el virus del herpes simplex tipo Il (HSV-2); o bacterias como
C. trachomatis y N. gonorrhoeae, las cuales a su vez también aumentan el riesgo de
adquisicion y desarrollo de infeccion por HPV. Asi mismo, se ha sugerido que la
presencia de T. vaginalis esta asociada a un incremento en el riesgo de desarrollar
CaCu, sin embargo, su relacién con el HPV no ha sido estudiada detalladamente.
Por otro lado, se ha reportado una fuerte asociacion entre el desarrollo de CaCu
invasivo en mujeres con infeccion por C. trachomatis actual o previa, aunque no se
ha encontrado asociacion entre esta infeccion y el grado de severidad de la

neoplasia (Watts et al., 2005; Marrazzo, 2011; King et al., 2011).
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3. Justificacion

Debido a que aproximadamente un 85 % de la poblacion mundial es
sexualmente activa las infecciones de transmision sexual son un problema de salud
publica, siendo los paises en vias de desarrollo los mas afectados.

Las ITS ocupan uno de los cinco primeros lugares de demanda de
consulta en el primer nivel de atencion médica y se ubican en las primeras 10 causas
de morbilidad en la Republica Mexicana; se ha reportado en otros paises que existe
cierta relacion entre las ITS y la infeccion por HPV, que a su vez favorece la
progresion hacia el CaCu.

La deteccion de infecciones genitales es importante para revelar la
presencia simultanea de los diferentes microorganismos causantes de ITS, asi como
la identificacion certera de estos patégenos, la cual permiti6 dar un tratamiento
efectivo a las pacientes que evitan el desarrollo de enfermedades mas graves.

Por todo ello el presente trabajo ofreccié un servicio para el diagnéstico
oportuno de las alteraciones cervicovaginales producidas por los principales agentes
causales de ITS y brind6 informacion de las frecuencias de las co-infecciones que
existen entre este tipo de patologias y HPV en una poblacion de mujeres mexicanas

ya que de existir el tratamiento tendria que ser basado en el diagnéstico diferencial.
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4. Objetivos

4.1 Objetivo general

Determinar la frecuencia de coinfeccion entre el virus del papiloma humano vy

los microorganismos causantes de cervicovaginitis en participantes mexicanas.

4.2 Objetivos particulares

Realizar el diagnéstico de alteraciones citolégicas, infeccion con HPV y otras

infecciones microbianas.

Determinar la frecuencia de los diferentes microorganismos causantes de
infecciones de transmision sexual detectados e identificados, asi como, la frecuencia

de co-infeccidn existente en la poblacion de estudio.

Realizar el diagndstico oportuno e integral a las participantes para que reciban

un tratamiento adecuado y eficaz.
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5. Materiales y métodos

5.1 Estrategia general de trabajo

El siguiente diagrama muestra el desarrollo del presente trabajo (Figura 1).

Protocolo aprobado por el comité de

bioética de la ENCB-IPN |

Difusion para el reclutamiento de participantes al
protocolo

y
| | I

Criterios de inclusidn Cuestionario epidemioldgico Consentimiento informado

‘l’ ACEPTADA

l Toma de muestra j

Sangre periférica por puncion Exudado cervicovaginal Diagnéstico
venosa _
Trabajo realizado Candidosis
por otro estudiante (Agar
cromogeénico)
_Tubo s/ Busc_}ueda de Vaginitis por
anticoagulante anticuerpos .
micoplasmas
Tubo con Extraccion de Diagndstico (IST o AF Genital
heparina RNA sistem)
- Vaginal ==
Tubo con EDTA Perfil celular A :
s Vaginosis
Cervicitis por .
. Bacteriana
clamidia S
(PCR) (Criterios Amsel,
Nugent y cultivo
de G. vaginalis)
Gonorrea =-Cervical
(Cultivo) Tricomonosis
(Fresco)
Alteraciones
HPV . -
(INNO-LiPa) €« cntolqglcas
(Papanicolaou)

=

Figura 1. Diagrama general de trabajo.
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5.2 Tipo de estudio

Piloto, prospectivo, monocéntrico de 10 meses de duracion. Este proyecto fue
analizado, revisado y aprobado para su ejecucion por el Comité de Bioética de la

Escuela Nacional de Ciencias Bioldgicas del Instituto Politécnico Nacional.

5.3 Reclutamiento (Anexo 1)

Se difundid un triptico informativo para invitar a mujeres que cumplieran con los
criterios de inclusién. Participaron mujeres de poblacién abierta en edad reproductiva
(18 a 45 anos) para la toma de muestra de exudados cervicovaginales y la deteccién
de infecciones de transmision sexual. Los criterios de inclusion se describen en las

siguientes secciones.

5.3.1 Criterios de inclusion (Anexo 2)

Se aplicé un cuestionario via telefénica o en persona con el objeto de asegurar
que las participantes cumplian con los criterios de inclusidon requeridos para participar

en el proyecto.

5.3.2 Criterios de no inclusion

Las pacientes con las siguientes caracteristicas no pudieron participar en el
proyecto:

. Gestantes.
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. Estar tomando antimicrobianos.

*  Estar en periodo menstrual o cursar con sangrado anormal.

. Estar participando en otros protocolos de investigacion.

. Participantes histerectomizadas.

. Participantes que se realizaban duchas vaginales cotidianamente.
*  Participantes con enfermedades cronicas degenerativas.

. Participantes con cancer y que estaban recibiendo quimioterapia.

5.3.3 Criterios de exclusion o eliminacion

. No estar dispuesta a responder el cuestionario epidemioldgico y/o

relacionado con la vida sexual y posible sintomatologia.

. Participantes que decidian voluntariamente retirarse del proyecto.

5.4 Material biolégico

En el periodo comprendido entre Octubre 2010 y Agosto 2011, se colectaron
207 muestras de exudado cervicovaginal provenientes de mujeres voluntarias. Estas
muestras fueron tomadas en el Laboratorio de Bacteriologia Médica, del

departamento de Microbiologia en la Escuela Nacional de Ciencias Biologicas-IPN.

5.4.1 Consentimiento informado (Anexo 3)

El consentimiento informado se realiz6 de acuerdo con los lineamientos del
Comité de Bioética de la ENCB-IPN y fue aceptado por el mismo. En este documento

se explicd a las pacientes los posibles riesgos y beneficios que pudieran adquirir
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durante la participacién en el proyecto, asi como los derechos y obligaciones que la
paciente adquiere al firmarlo. Se incluyé una seccion en la cual se especifico el
manejo que se haria de sus datos y la confidencialidad de los mismos. El
consentimiento informado fue firmado en todos los casos de manera voluntaria, con
la firma anexa de dos testigos y de la persona que explicd el documento. La quimica

responsable de la toma de muestra firmé previamente a cada toma.

5.4.2 Cuestionario epidemiologico (Anexo 4)

Después de la firma del consentimiento informado, se le entreg6 a la paciente el
cuestionario epidemiolégico, donde brind6é datos demogréficos, clinicos y de riesgo

relacionados con las patologias estudiadas.
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6. Toma de muestra

6.1 Condiciones de la paciente para la toma de muestra

La paciente no debia estar empleando medicamentos intravaginales vy
sistémicos; se le instruyd para que no usara duchas vaginales y/o medicamentos por
via vaginal en el lapso de 15 a 30 dias previos al dia de la toma de muestra, y que se
abstuviera del coito por 72 horas previas al dia de la toma de la muestra. La muestra
pudo tomarse cualquier dia del mes, siendo necesario que la paciente no se

encontrara en su periodo menstrual o presentara sangrado intravaginal anormal.

6.2 Técnica para la toma de muestra (Hernandez-Garcia, 2009)

Para la toma adecuada de las muestras fue condicién previa, colocar a la
paciente en posicion ginecoldgica, visualizar el cérvix a través de un espéculo vaginal
nuevo, desechable y estéril e introducir éste en la vagina sin utilizar algun tipo de
lubricante.

La secrecion vaginal se recolectd con 4 hisopos de algodon estériles
introducidos de manera simultanea, en el fondo de saco anterior y posterior de la
vagina.

Con el primer hisopo se realizé un frote en un portaobjetos para realizar una
tincion de Gram, el cual se utilizé para el diagndstico de VB basado en el puntaje de

Nugent; el segundo hisopo se colocé en solucidn salina fisiolégica (SSF) para
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realizar la busqueda en fresco del trofozoito movil asociado a tricomonas, células
clave, polimorfonucleares y levaduras. El tercer hisopo se colocd en un tubo con
medio de transporte Stuart, el cual sirvié para inocular los medios de cultivo: gelosa
base Casman adicionado con 5% de sangre de carnero, Chromagar Candida spp. y
gelosa base sangre adicionado con 5% de sangre de carnero, el ultimo hisopo se
utilizé para la busqueda de M. hominis y U. urealyticum, el cual se colocé en medio
de transporte R1 para Mycoplasmas IST-2 (bioMérieux, Marcy-I'Etoile, Francia®) o la
SSF del kit AF Genital system (Leofilchem®).

El pH se tomd directamente de la secrecion de la parte interna de las valvas del
espéculo ginecoldgico con papel indicador. La presencia de aminas (prueba de Wiff)
se puso de manifiesto con KOH al 10 % a partir del hisopo con el cual se realiz6 el
examen en fresco (SSF).

Para la toma de la muestra endocervical, se utilizaron 2 cepillos citolégicos, los
cuales se introdujeron uno por uno en el canal cervical rotdndose suavemente; el
primero se empled para el diagnoéstico de C. trachomatis y N. gonorrhoeae por la
técnica de PCR, y en el caso de la busqueda deN. gonorrhoeae por cultivo, para lo
cual fue depositado en medio de transporte 2-sacarosa fosfato (2SP) sembrando
antes el medio de Thayer-Martin por la técnica de la “z”, el segundo cepillo se utilizd
para el diagndstico citolégico de HPV por la técnica de Papanicolaou (Pap) y para la
deteccion del DNA de HPV por medio del sistema comercial HPV genotyping v2 by

INNO-LiPA (Microgen bioproducts®) y se realizé de acuerdo con las instrucciones del

fabricante (Figura 2).
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A) B)

Precipitado
Cromoégeno morado

)

Fosfatasa alcalina
Estreptavidina

Biotina Amplificado

DNA Molde

Tira de nitrocelulosa

Figura 2. Deteccidn y genotipificacion de HPV mediante el sistema INNOLiPA®.
A) Fundamento de la hibridacion reversa con la sonda anclada a la membrana, B)
representacion de los resultados de la hibridaciéon y la visualizacién de muestras
positivas (URL-1).

7.0 Deteccion de infecciones de tipo viral

7.1 Metodologia para el diagnéstico citolégico de HPV (Wright y
Goldie, 2008)

Se aplico la técnica de Papanicolaou (Pap) en todas las muestras para realizar
el diagnéstico citologico, y para ello, las muestras se fijaron con metanol.
1. Las laminillas previamente fijadas se lavaron con agua corriente durante 5

minutos.
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2. Se fijaron durante 10 minutos en alcohol al 96 %, se continu6 con cambios
en gradientes descendientes de alcohol (96%, 70% y 50%) durante 1

minuto cada uno.

3. Se hidrataron en agua destilada tres minutos.

4. Se tifd con hematoxilina de Harris durante 3 minutos.

5. Se transfirieron rapidamente en un bafio con agua amoniacal.

6. Se enjuagaron durante 6 minutos en agua corriente y 3 minutos en agua

destilada.

7. Se diferenciaron con alcohol acido, se lavaron con agua destilada, y se
deshidrataron en gradientes ascendentes de alcohol (50%, 70% y 96%)

durante 1 minuto cada uno.

8. Se tifid con Orange G (OG) durante 6 minutos.

©

Se enjuago6 1 minuto con alcohol al 96%.

10. Se continud tinendo con el colorante EAsg durante 6 minutos.

11. Se enjuagd 1 minuto con alcohol al 96%.

12. Se deshidraté 5 minutos en alcohol absoluto, 10 minutos en alcohol

absoluto-xilol y por ultimo 10 minutos en xilol.

13. Se montd en laminillas con resina sintética y se observaron al microscopio

a 10X y 40X. El reporte de los resultados se hizo de acuerdo con la
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nomenclatura de Bethesda, 2001 (Apgar et al., 2003).

7.2 Deteccion de DNA de HPV (Fontaine et al., 2007)

La deteccion de DNA de HPV se realizé a partir de uno de los cepillos
cervicales mediante un sistema comercial, basado en la hibridacién reversa (INNO-
LiPA HPV Genotyping v2), el cual detecta hasta 28 genotipos clasificados en alto
riesgo, riesgo indeterminado, probable alto riesgo y bajo riesgo, este estuche
contiene 4 controles, el control de conjugado, que verifica que la hibridacién se llevo
acabo correctamente, un control de DNA humano para observar si la extraccion de
DNA fue adecuada y 2 controles de HPV para corroborar que la PCR se haya
ejecutado correctamente. Una prueba positiva se lee con una franja morada sobre el
papel de nitrocelulosa. La interpretacidon se hizo con una tabla interpolando las lineas
moradas, las cuales indicaron cual fue el genotipo detectado (Figura 3) (Fontaine et

al., 2007; Safaeian et al., 2007)

Genotipos

Control del conjugado
Control hDNA

a

Linea de inicio
Control 1 HPV
Control 2 HPV

‘ O - N T OO )
vamox\wmw:vw‘—‘.‘3‘2‘,-5)90&7(‘32;{45

lllllllllllllllllllll
Figura 3. Tira de nitrocelulosa que se usa para detectar diferentes genotipos de HPV
por hibridacion reversa y PCR (INNOLIPA®).
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8. Deteccion de infecciones bacterianas

8.1 Deteccion de vaginosis bacteriana

8.1.1 Criterio de Nugent (Nugent et al., 1991)

El diagndstico de VB se realizé a partir de un frote en un portaobjetos de 1.5 cm
x 3.0 cm el cual se fijé por calor para posteriormente tefiirlo por la técnica de Gram.
La laminilla se examiné en busca de los cuatro morfotipos bacterianos siguientes:
bacilos Gram positivos (lactobacilos), bacilos pequefos Gram variable (G. vaginalis),
bacilos Gram negativos (Bacteroides spp.) y bacilos curvos Gram variables
(Mobiluncus spp.). Finalmente se reporté el puntaje obtenido para cada laminilla de
cada paciente y la interpretacion de éste de acuerdo con el cuadro 8. Se denomind
Normal cuando se obtuvo un puntaje de 0-3, intermedio con un puntaje de 4-6 y VB

cuando el puntaje fue mayor o igual a 7.

Cuadro 8. Descripcion del puntaje de Nugent para el diagndstico de vaginosis

bacteriana.
Cantidad de morfotipos de:
Bacilos Gram Bacilos Gram-negativos y bacilos .
o . Bacilos curvos
. positivos cortosGram variable .
Puntaje . . Gram variable
(Lactobacilos (G.vaginalis, Prevotella spp., (Mobiluncus spp.)
spp.) Bacteroides spp.) PP
0 4+ (>30) 0 0
1 3+ (5-30) 1+ (< 1) 1+062+ (1-4)
2 2+ (1-4) 2+ (1-4) 3+ 064+ (5->30)
3 1+ (>1) 3+ (5-30)
4 0+ 4+ (> 30)

Entre paréntesis se indica el numero de células que se deben observar para asignar elnUmero de
crucesy el puntaje correspondiente por cada columna.

Modificado de: Nugent et al., 1991.
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8.1.2 Criterio de Amsel (Amsel et al., 1983)

Para el diagndstico con este método se requirioé la presencia de al menos tres
de las siguientes 4 caracteristicas: presencia de una descarga vaginal gris,
homogénea y adherente; pH = 4.5, el cual fue medido a partir de las valvas del
espejo ginecologico; la presencia de células clave en la observacion durante el
examen en fresco al microscopio 6ptico y la liberacion de aminas (olor a pescado) al

adicionar KOH al 10% al flujo vaginal (Amsel et al., 1983)

8.1.3 Cultivo de Gardnerella vaginalis (Wesley, 1991)

En primoaislamiento, las muestras clinicas de exudado vaginal fueron
cultivadas a partir del hisopo contenido en medio Stuart, inoculando en placas de
Petri con Medio Base Casman adicionado con 5% de sangre de carnero y/o conejo,
sembradas por la técnica de estria cruzada e incubadas en recipientes de vidrio o
acrilico con tapa hermética, en las que se genera una atmdsfera parcial de CO; al
5% por extinciéon de flama de vela, y colocadas en una incubadora a 37°C por un

lapso de 48 a 72 horas para su crecimiento.

A partir de los cultivos obtenidos de primoaislamiento, se seleccionaron
aquellas colonias con la morfologia colonial caracteristica del género G. vaginalis
presentando colonias redondas, brillantes y lisas que son puntiformes después de 24
horas de incubacion y alcanzan un didmetro de 0.5 mm a las 48 horas, la mayoria

con bordes enteros, convexas, lisas, brillantes, traslucidas y no pigmentadas
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(Wesley, 1991).

Las colonias seleccionadas se sometieron a las pruebas de catalasa al 3% vy
oxidasa, considerando unicamente como G. vaginalis aquellas que den negativas
ambas pruebas; de igual forma se realizé una tincibn de Gram, corroborando la
morfologia microscopica del género, bacilos pleomorficos, Gram variable

(generalmente Gram negativos), no esporulados (Wesley, 1991).

8.2 Deteccion de micoplasmas genitales

El cuarto hisopo se utilizd para sembrar un vial que contenia el medio de
transporte denominado caldo R1 del sistema comercial Mycoplasma IST2
(bioMérieux, Marcy-I'Etoile, Francia®) o en SSF del kit AF Genital system
(Leofilchem®, lItalia) a partir del cual se inicid la busqueda de M. hominis y U.

urealyticum.

Se empled el micrométodo semiautomatizado Mycoplasma IST2 (bioMérieux
Marcy-I'Etoile, Francia®) o el AF Genital system (Leofiichem®, Italia),con el cual,
ademas de la deteccion de los micoplasmas, se obtuvo también la sensibilidad
antimicrobiana de los mismos. La muestra (caldo R1), se mezclé con el liofilizado
(R2) que contiene los sustratos necesarios para el desarrollo de estos
microorganismos y se repartio a razén de 55 uL en cada cupula de la galeria
Mycoplasma IST2, posteriormente a cada cupula se le agregd 2 6 3 gotas de aceite
mineral estéril para evitar la deshidratacion y mantener un microambiente

microaerofilico, la galeria se incubd a 37°C y se realizé la lectura y el registro de los
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resultados a las 24 y 48 horas.

La interpretacion del sistema comercial empleado se realiz6 como a
continuaciéon se describe: en la primera seccion de la galeria IST2 se realizd la
deteccion de los micoplasmas genitales; la alcalinizacién del medio contenido en el
pozo se interpreta como un resultado positivo a la presencia del microorganismo bajo
analisis, lo cual se observé por el vire del indicador de pH de color amarillo a color
rojo cereza. En la segunda seccién se realizd la titulacion de los micoplasmas
presentes en la muestra, reportando como positiva una muestra en la que el titulo de
los micoplasmas resultara igual o mayor al umbral establecido en la literatura y por
ende en la galeria misma: 210* UFC. Finalmente, en la tercera seccién de la galeria
se determiné la sensibilidad a diferentes antimicrobianos, éstos se probaron en dos
concentraciones diferentes. La galeria IST2 incluye los siguientes antimicrobianos:
Doxicilina (4 y 8 mg/L), Josamicina (2 y 8 mg/L), Ofloxacina (1 y 4 mg/L), Eritromicina
(1 y 4 mg/L), Tetraciclina (4 y 8 mg/L), Ciprofloxacina (1 y 2 mg/L), Azitromicina (0.12

y 4 mg/L), Claritromicina (1 y 4 mg/L) y Pristinamicina (2 mg/L) (figura 4).
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Figura 4. Galeria IST-2 para deteccion de micoplasmas. (Foto tomada para

propodsitos de este trabajo).
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En el caso del estuche comercial AF Genital system (Liofilchem®, Roseto D.A.
Italy) se repartieron 200 uL en cada pozo de la galeria, posteriormente a cada pozo
se le agregaron 3 gotas de aceite mineral estéril excepto a los pozos 6, 16, 17, 18,
20, 21, 22 y 23, para evitar la deshidratacion y generar condiciones microaerofilicas,
la galeria se incubd a 37°C y se realizd la observacion y el registro de los resultados
a las 24 y 48 horas. Al término de la incubacion se observa el vire del indicador en
los pozos de 1-GR+ a 5GR+, para identificar la presencia de micoplasmas genitales y
determinar el titulo presente de la bacteria en la muestra. En el caso de los pozos
1GR+, 2GR+ y 3GR+ cuantifican a U. urealyticum y M. hominis, hasta 10>
UFC, hasta 10°UFC o =210° UFC respectivamente. El pozo 5-UR detecta
cualitativamente a U. urealyticum, mientras que el pozo siguiente 4-ADC detecta
cualitativamente a M. hominis, ambos determinando el vire del indicador de acuerdo
a cambios de pH. Del pozo 6-TR/YE se retir6 una gota de liquido, para depositarla en
un portaobjeto y observar al microscopio (40x) la presencia de T. vaginalis y
Candida spp. Se continué con la lectura del antibiograma para micoplasmas
observando el vire del indicador de los pozos 7-TE a 15-CD, los antibidticos que
contiene esta galeria son: Tetraciclina 8 pg/L, Pefloxacina 16 ug/L, Ofloxacina 4 ug/L,
Doxiciclina 8 ug/L, Eritromicina 16 pg/L, Claritromicina 16 pg/L, Minociclina 8 pg/L,

Josamicina 8 ug/L y Clindamicina 8 pg/L (Figura 5).
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Figura 5. Galeria AFgenital system® para la deteccion de micoplasmas y otros

patdgenos de la regidn genitourinaria. (Foto tomada para propésitos de este trabajo).

8.3 Deteccion de Chlamydia trachomatis (Gonzalez-Cardel, 2010)

La detecciéon de C. trachomatis se llevé a cabo de una muestra cervical
contenida en el medio de transporte 2SP a partir del cual se realizo la lisis celular de

la misma y la posterior amplificacion del gen 16S rRNA.

8.3.1 Lisis celular

La lisis celular de las muestras se realiz6 de acuerdo con la metodologia
reportada por Rivera-Méndez (2002) y Hernandez-Cortez (2005) que a continuacion

se describe.

1. Se tom6é 1 mL de la muestra en medio de transporte 2-SP
conteniendo la muestra y se transfirié a un microtubo 1.5 mL estéril.

2. Se centrifugd a 15,000 gdurante 10 minutos a 4°C.

3. Se colecto el sobrenadante en otro tubo etiquetado correctamente; el

sedimento se resuspendié con un vortex en 500 L de agua estéril.
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4. Se centrifugé nuevamente a 15,000 gdurante 20 minutos a 4°C.

5. Se colectdé el sobrenadante en el mismo tubo del paso 3; el
sedimento se resuspendié con un vortex en 46 pL de agua estéril.

6. El sedimento se coloco en un bafio en ebullicion durante 10 minutos.

7. Se dej6 enfriar a temperatura ambiente y al sedimento se le
agregaron 2 uL de proteinasa K (400 pg/mL).

8. Se incubd 10 minutos a 56°C.

9. El tubo transfirié a un bafo en ebullicién durante 10 minutos.

10.Se dejé enfriar a temperatura ambiente. Se agregaron 2 uL de
lisozima (400 ug/mL) al sedimento.

11.Se incubo6 10 minutos a 37°C.

12.El sedimento se retiré del bafio y se congelé a -20°C.

8.3.2 PCR para la amplificacion del gen 16S rRNA

La deteccion del gen 16S rRNA se realiz6 segun la técnica descrita en el
Laboratorio de Bacteriologia Médica de la E.N.C.B. por Gonzalez-Cardel (2010)

como se muestra a continuacion.

1. Se amplificé el gen 16S rRNA, para obtener un amplicon de 402 pb.

2. Se descongel6é el DNA obtenido de las muestras clinicas lisadas, al
igual que los reactivos para PCR en un bafio de hielo.

3. En un microtubo de 0.2 mL se monté la siguiente mezcla de reaccion: agua

25.5 mL, regulador de PCR 5 mL (1X), MCl; (2 uM), dNTP's 10 uM (0.4
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uM), oligonucleétidos a 0.2 uM, Taq polimerasa 5 U/uL, 1 uL de DNA
molde en un volumen final de reaccién de 5 uL y albumina al 0.4%; y las
condiciones de amplificacion fueron las siguientes: desnaturalizacion
inicial a 94°C por 5 minutos, 30 ciclos de desnaturalizacién a 94°C por 1
minuto, alineamiento a 58°C por 30 segundos, y extensiéon a 72°C por 1
minuto, seguido de una extension final a 72°C durante 5 minutos.

4. Se homogeneiz6 con vortex y se centrifugd 10 segundos.

5. Se agreg6 1.0 uL del DNA problema.

6. Se acomodaron los tubos en el termociclador distribuyéndolos
equitativamente.

7. La presencia del amplificado se valoré con un corrimiento electroforético en
gel de agarosa al 1.8 % a 90 volts durante 30 minutos.

8. Paralelamente se corre un marcador de talla molecular. Posteriormente los
geles se tifien con bromuro de etidio (0.1 wg/mL) durante 15 minutos y
estos se observaron en un documentador de geles.

9. El testigo positivo llevé 1 yL de DNA de C. trachomatis ATCC VR-878D,

mientras que el negativo llevo 1 uL de agua.

8.4 Metodologia para la deteccion de Neisseria gonorrhoeae
(Hernandez-Martinez, 2009)

Las muestras se sembraron directa e inmediatamente después de la toma de
muestra en una placa de Medio de Thayer Martin (MTM) por la técnica de la “z”, en la

cual se rota el cepillo citolégico sobre la placa dibujando una “z” y posteriormente se
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estrié sobre la misma para expandir el inéculo.

1. Seincubd de 24 a 48 horas en atmdsfera parcial al 5% CO, a 37°C.

2. Se observoé desarrollo de colonias redondas, transparentes de 1 a 2 mm
de diametro a las 48 horas.

3. Cuando en un cultivo en MTM se observé crecimiento de colonias
sospechosas se procedid a la identificacion bioquimica.

4. Para la identificacion de las colonias obtenidas del cultivo en MTM se
realizaron las pruebas de oxidasa y catalasa.

5. Se sembraron con una suspension densa y por goteo las pruebas de
carbohidratos al 1% (maltosa, sacarosa, glucosa y lactosa) en base
Cistina Tripticaseina agar (CTA).

6. Se incubo a 37°C durante 24 a 48 horas.

7. Se leyé como positivo aquel tubo en el que el indicador viré (cambid de
color) debido a la acidificacién del medio por la utilizacién del carbohidrato,
y como negativo aquel en el que hubiese alcalinizacién del medio debido a
la utilizacion de peptonas.

8. Se realizé el control de calidad del medio sembrando la cepa tipo de

N. gonorrhoeae ATCC 53420.

8.4.1 PCR para la deteccion del gen 16S rRNA

El cultivo se confirmé aplicando una PCR dirigida al gen 716S rRNA, especifico

para N. gonorrhoeae. Las condiciones de reaccidon son las mismas que se aplican
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para la deteccion por PCR de C. trachomatis. Los iniciadores que se utilizan en esta

reaccion se describen en Gonzalez-Cardel, 2010.

9. Deteccion de infecciones genitales de tipo micético

9.1 Deteccidn de vaginitis por Candida spp. (Baixench et al., 2006).
Para la deteccidn de vaginitis por Candida spp. se debid observar en el examen

en fresco pseudomicelio y/o estructuras compatibles con levaduras, adicionalmente
se sembrd a partir del tercer hisopo contenido en el medio Stuart por estria cruzada
en Gelosa Cromogénico Candida (Oxoid, Ltd., Busingstoke, Hants., England), se
incubd de 24 a 48 horas a 37°C, posteriormente se dio lectura al color del

crecimiento para identificar algunas especies de Candida (Figura 6).

Figura 6. Morfologia colonial de las diferentes especies de Candida utilizando
el medio de cultivo cromogénico. a) C. tropicalis b) C. albicans ¢) C. glabrata.
Modificado Garcia-Mundo, 2011.
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10. Deteccion de infecciones genitales de tipo parasitario.

10.1 Deteccion de vaginitis por Trichomonas vaginalis (NOM-039-SSA2-2002)

La deteccion de la tricomonosis se llevd a cabo mediante el examen en fresco,
el cual se realiz6 a partir del segundo hisopo colocado en SSF.Con éste se procede
a hacer una preparacion en fresco, leyendo inmediatamente después de la toma de
la muestra (debido a que el protozoario es demasiado sensible a temperatura
ambiente, de preferencia leer el fresco en menos de 30 minutos) en el microscopio

Optico a 10x y 40x (Figura 7).

Figura 7. Trofozoito de Trichomonas vaginalis en una preparacion en fresco
(Foto tomada para propésitos de este trabajo).

11. Analisis de datos sociodemograficos (Vertaramo et
al., 2009).

El analisis de frecuencias de los resultados obtenidos se realizé con el software

PASW-18. Se hizo una mineria de datos que contenia la informacion recopilada en el
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cuestionario previamente llenado por las mujeres participantes, asi como, los
resultados de diagndstico obtenidos con las diferentes técnicas empleadas en este

trabajo.

La prueba de chi® se us6 para determinar si existia o no relacién entre dos
variables categdricas, dicha prueba no indica el grado o el tipo de relacion, es decir
no indica el porcentaje de influencia de una variable sobre la otra o la variable que

causa la influencia.

El nivel de confianza que se fij6 para determinar la significancia en la relacién
de dos variables fue del 95% por lo que p tiene un valor de 0.05. Si p>0.05 entonces
las variables no tienen relacion estadisticamente significativa y si p<0.05, entonces

las variables bajo andlisis si tienen una relacion estadisticamente significativa.
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12. Resultados

En el periodo de muestreo que comprende de Octubre 2010 a Agosto
2011, se tomaron 207 muestras de exudados cervicovaginales a participantes
voluntarias quienes dieron por escrito su consentimiento para: la toma de la
muestra, que los microorganismos y el material genético obtenidos de las
muestras se usen para investigacion; y por ultimo completaron un cuestionario.

Los resultados se muestran en las siguientes secciones.

12.1 Infecciones determinadas en la poblacion.

La busqueda de los agentes etiolégicos bacterianos se realizé en las
207 muestras, a diferencia de la infeccion con HPV que solo se realizd en
aquellas participantes que tuvieron alteraciones citoldgicas en el resultado de
Papanicolaou (n=34).

Los resultados muestran que 127 de las 207 participantes (61.3%)
presentaban, al menos una infeccion o agente etiolégico. El resto de las
participantes (80/207=38.7%) no presentaron alteraciones citoldgicas o alguna
patologia, considerandolas asi como participantes sanas, al menos desde el
punto de vista microbioldgico. El cuadro 9 muestra el detalle de la prevalencia

de infeccion en la poblacién bajo analisis.

59



Resultados

Cuadro 9. Agentes etioldgicos y/o patologias detectados en las

participantes.

Total de muestras colectadas 207 (100%)
Personas con algun microorganismo 127
(infectadas) (61.3%)
Personas sin ningun microorganismo (sanas) 80 (38.7%)

En las personas que se realizé algun aislamiento (127):
Monoinfecciones 77 (60.6%)
Poliinfecciones 50 (39.4%)

Microorganismos detectados*
C. trachomatis 2

N. gonorrhoeae 0

1

3

T. vaginalis
Total de Cervicitis

Total de vaginosis bacteriana 30
U. urealyticum 88
M. hominis 15
Total de micoplasmas y ureaplsamas 210* UFC/mL 103
C. albicans 28
Candida no albicans 2
Total de candidosis 30
Virus de papiloma humano 34**

*El numero de infecciones rebasa al de las pacientes debido a que hubo varios casos de
infeccion mixta.
** Solo se realiz6 la busqueda en este niumero de pacientes.

Entre las 127 participantes en las que se detectd alguna infeccion se
encontraron 77 (77/127 = 60.6%) casos de monoinfeccion y 50 casos de
infeccion mixta o poliinfeccién (50/127 = 39.4%) (Figura 8).

En el resto de las participantes (80/207 = 38.7%) no se encontrd
patologia alguna. Entre los casos de monoinfeccion U. urealyticum se detecto
con mayor frecuencia (41/127 = 32.8%), seguido por la infeccion de HPV

(23/127 = 18.1%).
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Figura 8. Frecuencia de las infecciones detectadas en la poblacién de estudio. HPV = Virus del papiloma humano; VB= vaginosis

bacteriana; CAN = candidosis; Uu = U. urealyticum; Mh = M. hominis; Ct = C. trachomatis; Ng= N. gonorrhoeae, Tv = T. vaginalis.

61



Resultados

Los casos de poliinfeccion de VB + U. urealyticum se encontraron en mayor
frecuencia (10/127=7.87%), continuaron los casos con U. urealyticum + candisosis

(9/127 = 7.0%).

12.2 Anadlisis de la infeccion con el virus del papiloma humano en las
participantes.

Como ya se menciond, la presencia de infeccién con el HPV se determind
solamente en aquellas participantes en las que,por medio del estudio citoldgico
(Papanicolaou) se evidencié alguna alteracion (32/207), asi como en las que la
revision del cuestionario arrojé algun hallazgo que pudiera estar relacionado con la
infeccion de HPV (2/207). En un caso la participante reporté haber presentado
verrugas genitales afos atras y en el otro la participante reporté tener una pareja
con HPV. El cuadro 10 muestra el detalle de estos resultados, sin embargo es
importante resaltar que:

i. los genotipos de HPV considerados de alto riesgo (AR) fueron los mas
frecuentes, se encontraron en 33 de las 34 muestras positivas (97.1%), los genotipos
mas frecuentemente detectados en las participantes fueron de AR el 52, 16, 58 y 39
y de PAR el 66.

ii. entre las 34 participantes se detectaron 19 genotipos diferentes vy iii. la co-
infeccion de varios genotipos virales se encontré6 en 30 de los 34 casos; se
detectaron 2 6 mas genotipos, llegando a detectarse hasta 11 genotipos diferentes

en una sola participante (Figura 9).
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Cuadro 10. Alteraciones citolégicas e infeccion del virus de papiloma humano

encontradas en las participantes.

Participante n=34 | Alteracién citolégica (Pap) AR BR RND PAR
233 ND* 16, 51, 52, 58
291 ND* 16, 39, 52, 82 44,54
130 N LIE CB INFL 52 53
261 N LIE CB INFL 18, 51, 39
121 ASCUS 16, 52, 58
122 ASCUS 16, 52, 58 6 53
154 ASCUS 16, 58
200 ASCUS 52, 58
215 ASCUS 52, 58
220 ASCUS 16, 52, 58
221 ASCUS 16, 51, 52, 58
224 ASCUS 52, 58
236 ASCUS 39, 52 6, 44
243 ASCUS 31, 33, 52 54
245 ASCUS 39, 52
247 ASCUS 39
295 ASCUS 16, 39, 58 54
298 ASCUS 16, 39,52 54
239 ASCUS 16 53, 66
317 ASCUS 31, 39, 52 44,54
126 LIE-BG 16
137 LIE-BG 16 53
229 LIE-BG 16, 52
235 LIE-BG 52 66
237 LIE-BG 16, 31, 33, 52, 58 44,54 53, 66
303 LIE-BG 52 44 66
288 LIE-BG 16 6
320 LIE-BG 16, 31, 33, 39, 52, 58 44,54 | 69, 71 66
167 LIE-AG 56 74
226 LIE-AG 66
240 LIE-AG 52, 58 66
289 LIE-AG 16
305 LIE-AG 39, 52, 82 66
319 LIE-AG 16, 52, 58 44

Totales=34 n=32* 33 12 2 1

AR: Alto Riesgo; BR: Bajo Riesgo; RND: Riesgo Indeterminado; PAR: Probable alto riesgo; ASCUS: Atipia celular
de significado incierto: LIEG-AG: Lesion intraepitelial de alto grado; ND: No determinado; LIE-BG: Lesién

intraepitelial de bajo grado; N LElI CB

INFL: Negativo a Lesion

inflamacion.*Dos participantes reportaron hallazgos relacionados con la infeccion por HPV.

intraepitelial, cambios benignos por
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Genotipo de HPV

54
44

74
71
69
66
53
82
58
56
55
52
51
39
33
31
18
16

13

10

15

Bajo riesgo
RND
PAR

Alto riesgo

20

T T

10 15

Numero de participantes

20

25

Figura 9. Frecuencia de los genotipos de HPV detectados en las participantes. RND: riesgo no determinado; PAR: probable alto

riesgo.
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12.3 Variables sociodemograficas y de conducta de la poblaciéon estudiada.

La mayoria de las participantes tenian una edad entre los 18 y los 25 afos
(93/207=44.9%). La media de edad en la poblacién fue de 29.9 afios. La media de
edad de las pacientes infectadas fue de: 28.8 afos, mientras que la media de edad
en las participantes sanas fue de 29.9 anos. El estado civil mas frecuentemente
referido fue el de soltera (138/207= 66.7%).

El analisis del cuestionario se realizd comparando dos grupos: el de
participantes sanas (n=80) y el de participantes infectadas (n=127). La informacioén
mas relevante se muestra en el cuadro 11. Se observa una relacion estadisticamente
significativa en el numero de parejas sexuales totales entre los dos grupos (p=0.047),
esta relacion indica que el tener multiples parejas sexuales es un condicionante para
adquirir al menos una de las infecciones estudiadas, mientras que en el resto de las
variables no hay relacion de significancia.

El analisis estadistico que se hizo indicé que no existe relacion significativa
entre la presencia de alguna infeccién con: la preferencia sexual (p=1.00), fumar
(p=0.910), el numero de embarazos (p=0.249), el numero de abortos (p=0.599), y el

uso de duchas vaginales (p=0.227).
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Cuadro 11. Frecuencia y analisis estadistico de las variables y su relacién con

los hallazgos microbiolégicos.

INFECTADAS
Sanas Infectadas HPV + HPV y .o’tra . Otr?s
VARIABLE (n=80) (n=127) (n=23) infeccion infecciones
(n=11) (n=93)
Edad ¥ 29.9 28.8 30.6 28.7 28.5

Estado civil (p=0.185)*
Soltera 47 91 16 8 69
Casada 25 23 2 1 19
Otro 8 13 5 2 5
Uso de condén (p=0.803)
Si 43 95 10 5 49
No 37 32 13 6 44

Inicio de vida sexual
(p=0.526)
<15 afios 13 14 3 1 10
16-18 afos 36 51 8 5 37
19-25 afos 30 59 11 4 45
>26 afios 15 3 1 1 1
No. de parejas sexuales
actuales (p=0.910)

0 1 2 0 0 1
1 69 114 20 10 84
=2 10 11 3 1 8

No. de pareja sexuales

totales (p=0.047)

162 35 46 7 3 38
3064 30 37 6 1 29
25 15 44 10 7 26
Motivo de visita (p=0.191)
Revisién general 54 77 17 5 56
Molestias 21 44 4 6 33
otro 5 6 2 0 4

*el resultado de p es la comparacién entre los grupos: sanas e infectadas.

El uso de conddn es la medida de prevencion por excelencia descrita para
evitar la adquisicion de una ITS e inclusive una IE como la VB. De la poblacion

participante de este estudio (n=207) s6lo 138 mujeres reportaron usar el condon,
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esta variable se analizé en relacién con los hallazgos microbioldgicos de infeccidn
(estado de salud) es decir si la participante esta infectada o sana. El uso del condén
resultdé ser una variable independiente del estado de salud de las participantes ya

gue no se encontré relacion estadisticamente significativa (p=0.803) (cuadro 12).

Cuadro 12. Relacién entre el estado de salud con el uso del condén.

Uso de condodn
Total
No Si
Sanas Numero de casos 37 43 80
EStalgo de % 46.3 53.8 100.0
iai NU d 61 66 127
part|c|pante |nfectadas umero de casos
% 48.0 52.0 100.0
Numero de casos 98 109 207
Total
% 47.3 52.7 100.0

p=0.803

Tampoco se encontré relacidon estadisticamente significativa entra las
participantes sanas que usan conddén (43/80) y la edad de inicio de vida sexual
(p=0.573), el numero de parejas sexuales totales (p=0.783) y el numero de parejas
sexuales actuales (p=0.456). Los resultados en las mismas participantes, es decir
(n=80), pero que no usaron condon (37/80) fueron los siguientes: en relacién a la
edad inicio de vida sexual el valor de p fue p=0.632, con el numero de parejas
sexuales actuales p=0.356 y en relacién a el numero de parejas sexuales totales

p=0.228, resultando que lo anterior no tiene relacion estadisticamente significativa.
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13. Discusion.

El respeto por la autonomia y la libertad de las personas participantes en
protocolos de investigacion es un derecho fundamental que en la investigacion
clinica esta garantizado por el proceso del consentimiento informado. La informacién
que se proporcione al potencial participante debe contener todos los elementos vy
requisitos establecidos por la Conferencia Internacional de Armonizacion (URL-3) y
no debe existir induccion a la participacion, coaccion o amenazas. La firma del
documento de consentimiento informado, decidida libremente tras haber
comprendido la informacién transmitida por el investigador, constituye el paso
obligado previo a la inclusién de un paciente en un ensayo clinico o en un proyecto
de investigacién y es garante de la autonomia del paciente y del respeto de los

principios fundamentales de la bioética.

El consentimiento informado que se proporciond a las participantes fue revisado
y autorizado por los miembros del comité de bioética de la ENCB-IPN, con lo cual se

cubrié este importante requisito para la investigacion clinica (URL-2).

13.1 Anadlisis de la infeccion con el virus del papiloma humano en las
participantes.

La introduccién de programas efectivos de seleccion rigurosa de poblaciones
con la prueba de Papanicolaou (Pap) para detectar lesiones precancerosas ha
reducido significativamente el numero de casos de CaCu en los paises
desarrollados. Sin embargo, en los paises en via de desarrollo, a pesar de la

existencia de programas nacionales de deteccion desde 1974, esta reduccion no ha
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dado los mismos frutos. En México se estima que sélo el 13% de los casos de CaCu
se estan detectando y que esto se debe a la calidad del sistema de diagnéstico. De
hecho, las tasas de mortalidad atribuida al CaCu en México se han mantenido
estables durante las ultimas tres décadas, en torno a 17 muertes por cada 100,000

mujeres (Gutiérrez-Xicotencatl et al., 2009).

La presencia de una lesidon cervical no es indicativa de una infeccion por HPV,
sin embargo las lesiones clinicas y las alteraciones citoldgicas son los métodos mas
frecuentemente utilizados para identificar las lesiones precancerosas, algunas de los
cuales pueden estar asociadas con la presencia de infeccion por HPV. Las técnicas
moleculares para detectar el DNA del HPV en muestras de cuello uterino han sido
recientemente introducidas en combinacién con las pruebas de Pap y la colposcopia
con la esperanza de que se identifique a las mujeres infectadas en riesgo de
desarrollar CaCu por el HPV a las que se les pueda otorgar un tratamiento oportuno

que impida el desarrollo del mismo (Gutiérrez-Xicotencatl et al., 2009).

En las participantes de este proyecto la deteccién del DNA de HPV se realizé
sélo en aquellas participantes en que se encontré alguna alteracion citoldgica
sugerente de infeccion durante la lectura e interpretacion del Papanicolaou (NOM-
014-SSA2-1994) hecho que seguramente influyd en la relativa baja frecuencia de
HPV que se esta reportando en esta poblacion, ya que es posible que una paciente
esté infectada y que no se detecten alteraciones citolégicas. Para una mejor
estimacion de la prevalencia de la enfermedad cervical, deben llevarse a cabo
estudios mas amplios en la poblacién que incluyan las tres pruebas como lo sugiere

Gutiérrez-Xicontencatl et al., 2009. En todos los casos en los que la tincién de
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Papanicolaou evidencidé algun tipo de anormalidad (n=34) se encontré al virus
presente esto significa una correlacién del 100% entre los resultados obtenidos por
Papanicolaou y PCR e hibridacion reversa. Estos resultados concuerdan con lo que
se reporta en la literatura sobre el Papanicolaou en dénde se explica que se trata de
una técnica muy especifica (aprox. 0.98 con 95% intervalo de confianza) (Wright y
Goldie 2008; Gutiérrez-Xicotencatl et al., 2009). Tomando en cuenta que la toma de
muestra solo se realizé en el endocérvix y que el virus puede infectar también células
del ectocérvix es factible deducir en que los resultados obtenidos solo representan

una fraccion de la frecuencia real de la infeccion.

La interpretacion de la citologia cervical se realizé de acuerdo a la nomenclatura
de Bethesda (desde ASCUS hasta LEIAG o carcinoma “in situ”) (NOM-014-SSA2-
1994; Wright y Goldie 2008). Bajo esta clasificacion se diagnosticaron 16/34 casos
de ASCUS, entre los cuales se detecté al menos un genotipo de HPV de alto riesgo.
Como se sabe los genotipos de alto riesgo tienden a integrarse en el DNA de las
células hospederas, la presencia de las oncoproteinas E6 y E7 causan
transformacién, inmortalizacion, promueven la carcinogénesis, se unen al supresor
de tumores p53 y desregulan los puntos de control del ciclo celular, lo cual se traduce
en ASCUS, si este estadio avanza puede diferenciarse hacia lesiones intraepiteliales
de bajo grado, alto grado o carcinoma in situ. Sin embargo, es importante sefalar
que en ocasiones estas lesiones pueden revertirse dependiendo de dos aspectos
importantes: el genotipo infectante y la respuesta inmune del hospedero (Ajay et al.,

2012).

En estudios realizados por diferentes autores se reporta que los genotipos de
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alto riesgo detectados con mayor frecuencia a nivel mundial son el 16, 18, 31 y 33.
Contrario a lo que sucede en esas regiones geograficas en la poblaciédn mexicana
analizada en la presente tesis, el genotipo de alto riesgo mas frecuentemente
detectado fue el 52, seguido de los genotipos 16 y 58. Es relevante mencionar que el
genotipo 18, considerado como uno de los mas frecuentes después del genotipo 16,
se encontré en tan solo una de las 34 participantes, lo cual concuerda con lo
reportado en la OMS (2011) (pon la referencia) en poblacién mexicana, en donde se
reporta que en 409 pacientes solo se encontré el genotipo 18 en 24 casos de los 409

(6%) analizados.

Los casos de co-infeccion de diferentes genotipos de HPV se reportan también
en la literatura internacional y mexicana (Lazcano-Ponce et al., 2001, lllades-Aguilar
et al.,, 2009; Parada et al.,, 2010). En este estudio esta circunstancia fue muy
frecuente (en 31 de 34 participantes) y solo se detectaron 3 mujeres infectadas con
un solo genotipo. La co-infeccion viral de genotipos de alto riesgo llama la atencion,
ya que depende de la técnica que se utilice para lograr discernir entre estos, la
técnica que se manejo en este estudio fue PCR e hibridacion reversa, que es mas
sensible y especifica (sensibilidad=98.4%, especificidad=79.4%) que la técnica
aprobada por la FDA. También se encontraron co-infecciones con genotipos de bajo
riesgo, riesgo indeterminado y probable alto riesgo. Este hallazgo sefala la
importancia que pudiera tener la genotipificacién de este virus ya que: i. no todas las
pacientes estan colonizadas con virus de alto riesgo por lo que el tratamiento y el
pronéstico de la infeccidn no es igual al de una participante infectada con un virus de

alto riesgo y ii. a que es deseable conocer desde el punto de vista epidemioldgico
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qué genotipos virales circulan en la poblacibn mexicana. En general ante un
resultado de ASCUS no se considera la busqueda de virus, sin embargo, durante el
desarrollo de este trabajo se decididé realizar la busqueda en este estadio de
alteracion; encontramos que en todos los casos de ASCUS habia por lo menos un
genotipo viral, y entre éstos predominaron los genotipos de alto riesgo. Este hecho
resulta relevante y deberia estudiarse en un mayor numero de muestras ya que de
repetirse este resultado quiza se deberia realizar la genotipificacion viral al encontrar
también ASCUS, esto permitiria disminuir la tasa de mortalidad por CaCu en nuestro

pais.

Los genotipos 16, 18, 6 y 11 se reportan a nivel mundial con una frecuencia
muy elevada, tanto que se han realizado 2 vacunas dirigidas hacia la proteina L1 de
estos 4 genotipos virales,dichas vacunas, en la actualidad, se estan aplicando en
México. Sin embargo, la frecuencia de los genotipos 6, 11 y 18 resulté muy baja en
este estudio, esto subraya nuevamente la pertinencia de realizar estudios mas
amplios, antes de aplicar las inmunizaciones contra genotipos que aparentemente
segun estos resultados y los de otros autores nacionales no sontan frecuentes en la
poblacién Mexicana como lo son en otras poblaciones del mundo (Lazcano-Ponce et

al., 2001; lllades-Aguilar et al., 2009; Parada et al., 2010).

Ademas de la co-infeccidn entre los diferentes genotipos virales, en la poblacién
analizada se detectdé también infeccidn mixta con otros microorganismos, definida
como la presencia de HPV (uno o varios) acompafiada de un microorganismo
causante de patologia genital. Esto ultimo ocurrié en 11 casos, la infeccién con HPV

se acompafid de candidosis, de VB y de la presencia de U. urealyticum =10*
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UFC/mL. Algunos autores han reportado que patologias como la candidosis o la VB
asi como la infeccién con C. frachomatis son factores de riesgo para la adquisicion,
establecimiento de HPV y también para el desarrollo de neoplasias cervicales (Calil
et al., 2011). Este antecedente tiene eco en los resultados de esta tesis donde la VB
y la presencia de U. urealyticum estuvieron muy relacionadas con la presencia del
virus. La VB es una infeccion polimicrobiana, las bacterias implicadas en esta
patologia sustituyen a la biota normal protectora; fundamentalmente lactobacilos
productores de H.O,. Esta circunstancia favorece el desarrollo de un gran nimero de
bacterias anaerobias estrictas y facultativas, entre ellas U. urealyticum, estas
bacterias son altamente bioproductoras de aminas como parte de su metabolismo,
las aminas aumentan la exfoliacion de células epiteliales en la cavidad vaginal,hecho
que predispone a que el HPV penetre a estratos mas profundos o a epitelios basales
en el cérvix, lo que permite que el virus evada el sistema inmunoldgico. Este evento
aumenta significativamente la posibilidad de desarrollar lesiones compatibles a la
infeccidn de este virus, lesiones sugerentes de infeccion por HPVe inclusive CaCu
(Candido-Murta et al., 2000; Watts et al., 2005; Shim et al., 2010; Gillet et al., 2011).
Dada la importancia que tiene el estado inmunoldgico de la paciente para poder
eliminar al virus infectante es que para los inmundlogos resulta valioso evaluar la

respuesta inmune de pacientes infectadas con HPV.

Entre las infecciones causadas por microorganismos el mas frecuentemente
detectado como Unico agente etioldgicofue U. urealyticum >10* UFC/mL, este
resultado coincide con lo previamente reportado en nuestro grupo de trabajo (Muiz-

Becerril, 2010; Muniz-Becerril et al., 2010) asi como por otros autores (Verteramo et
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al., 2009). El empleo de las galerias IST2 y AF Genital System permitié, ademas de
detectar y cuantificar a los micoplasmas presentes en la muestras, conocer el perfil
de resistencia de estas bacterias a un grupo de antimicrobianos. Recientemente, los
estudios sobre la epidemiologia de U. urealyticum muestran que la frecuencia de
colonizacion en la poblacion en general es elevada, por tal motivo se debe poner
mayor atencidn en esta bacteria, ya que como se sabe puede transmitirse
horizontalmente via las relaciones sexuales empero también via vertical durante el
parto vaginal. Los neonatos prematuros son extremadamente susceptibles a
infeccion respiratoria causada por esta bacteria. Un neonato infectado con una cepa
resistente o multiresistente tiene muy mal prondstico. Por lo anterior, la deteccion
oportuna en las gestantes, el monitoreo de cepas resistentes y la prescripcién del
tratamiento de eleccion durante la gestacion y antes del parto son fundamentales

(Muniz-Becerril et al., 2010; Taylor-Robinson y Skov, 2011)

Las infecciones enddgenas incluidas en el panel de diagnéstico fueron la VB y
la candidosis, éstas suelen representar la primera causa de visita al médico (NOM-
039-SSA2-2002; Marrazzo, 2011) mientras que en este estudio se situaron en el
tercer sitio de frecuencia (30 de 207 participantes). La deteccion se realizdé con base
a lo descrito en la NOM-039-SSA2-2002, sin embargo en el caso de la VB se afiadio
metodologia considerada en otros paises como el estandar a seguir; el criterio de
Nugent, ademas en trabajos previos (Hernandez-Garcia, 2009; Garcia-Mundo, 2011)
se demostré que éste método es mas sensible y especifico que los (Criterio de
Amsel y Cultivo de G. vaginalis) recomendados por la NOM-039-SSA2-200

(Tamrakar et al., 2007; Nagaraja, 2008; Persson et al., 2009; Menard et al., 2010;
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Rathod et al., 2011). De hecho Martinez et al., 2011 mencionan que no se debe
realizar el diagndstico de la VB a través del cultivo o deteccion genética de G.
vaginalis porque existe evidencia de que ésta bacteria puede formar parte de la
microbiota vaginal normal de algunas mujeres, lo cual seria causa de falsos positivos
y por lo anterior, éstos autores consideran y recomiendan al criterio de Nugent como
el método que proporciona los mejores resultados con respecto a otros métodos. Los
resultados del presente estudio y los de un trabajo previo en el grupo de trabajo
aportan informacién en este mismo sentido (Hernandez-Garcia et al., 2010).

En el caso de la candidosis se usé ademas del método mencionado en la NOM-
039-SSA2-2002, es decir el examen microscopico en fresco, el cultivo en medio
cromogénico. Este es uno de los métodos que ha sido ampliamente validado ya que
resulta muy atractivo por su sencillez, ademas de que provee una identificacion
presuntiva de manera rapida con la que segun los fabricantes, se obtiene el resultado
de las principales especies de importancia médica incluyendo C. albicans,
C. tropicalis, C. glabrata'y C. krusei (Sobel, 1997; Achkar y Fries, 2010).

En México, el diagndstico de gonorrea esta regulado también por la NOM-039-
SSA2-2002, la cual establece que el diagndstico de infecciones gonocdccicas puede
realizarse mediante el uso de métodos genéticos; sin embargo, algunos autores aun
siguen considerando el cultivo como el estandar de oro para la deteccion de esta
infecciones. Dado que se conocen los problemas de sensibilidad del cultivo segun el
tiempo transcurrido entre la toma de muestra y su procesamiento, la autolisis que
sufren las cepas de N. gonorrhoeae o los requerimientos nutricionales de la misma,
en este trabajo se tomaron medidas que evitaron en todo lo posible estos

fendmenos, iniciando con la adecuada toma de muestra y su procesamiento
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inmediato para evitar la autolisis, asi como, la validacion de los lotes de medio con la
cepa tipo N. gonorrhoeae ATCC 53420. A pesar de estos cuidados y precauciones
no se detecténingun crecimiento en el cultivo de las muestras cervicales (Hebeler y
Young, 1976; Garcia y Dillard, 2006). El resultado coincide con lo reportado por
Flores-Paz et al., (2003) y otros autores. Esto puede deberse al tipo de poblacion, ya
que esos trabajos no estudiaban una poblaciéon considerada de alto riesgo. Por el
contrario, Conde-Gonzalez (2000), en una revision acerca de ITS, comenta los
resultados de busqueda de N. gonorrhoeae de dos estudios en los que se
encontraron casos positivos, el primero con una prevalencia del 3.7% en 326
muestras mientras que en el segundo caso de 762 muestras, el 10% fueron positivas
para este microorganismo, en ambos casos el diagndstico se realizé unicamente por
cultivo. En este estudio se comprobé el cultivo negativo por PCR dirigida al gen 16S

rRNA coincidiendo los resultados por ambos métodos.

El diagnéstico de la tricomonosis, se realizé mediante el examen microscépico
en fresco encontrandose solo un caso de infeccidn. Esta baja prevalencia de
infeccidon coincide con lo reportado por diferentes autores (Brown et al., 2001;
Hernandez-Garcia, 2009; Garcia-Mundo, 2011; Andrea y Chapin, 2011; Levi et al.,
2011). Aunque debe mencionarse que la microscopia Optica utilizando el examen
microscopico en fresco es una técnica descrita como poco sensible ya quepor un
lado requiere de un personal experimentado que no confunda al parasito con células
epiteliales u otros elementos que pudieran estar presentes en la secrecion (Mayta et
al., 2000; Maciques y Alonso, 2002; Sayed et al., 2010) y por el otro, las laminillas

deben leerse antes de que pasen 10 minutos desde la toma de la muestra. La baja
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sensibilidad de esta técnica (aprobada en la NOM-039-SSA2-2002) tiene como
consecuencia que se reporten falsos negativos, por lo tanto las mujeres infectadas se
quedan sin tratamiento, se aumentan la posibilidad de contagio y la cronicidad de la
infeccion (Moodley et al., 2002; Perazzi et al., 2007). Dado que existen diversas
técnicas para la identificacion de T. vaginalis (Madico et al., 1998) en este trabajo se
hizo dentro de la galeria AF genital system el microcultivo de T. vaginalis, los
resultados obtenidos por ambas pruebas fue el mismo. Las principales ventajas del
examen en fresco y muy probablemente por lo que hasta nuestros dias es la prueba
mas utilizada es que es rapida y barata.

La presencia de infecciones mixtas es ampliamente reportada en la literatura de
infecciones de tracto reproductivo (Verteramo et al, 2009). La asociacién de
U. urealyticumcon VB resultdé ser la mas frecuente, este dato coincide con lo
reportado por Hernandez-Garcia en el 2009 en poblacién mexicana. Como se ha
mencionado en otros estudios, la VB es una infeccion polimicrobiana en la que el
sobrecrecimiento de bacterias anaerobias favorece el desarrollo de los micoplasmas
genitales. Un claro ejemplo son los estudios de diversidad microbiana en vagina que
se han realizado ultimamente, aplicando técnicas de Biologia Molecular, en los
cuales se reporta que U. urealyticum, se encuentra en todos los casos de VB (Sobel

1997; Fredricks et al., 2005; Oakley et al., 2008; Marrazzo, 2011;).

13.2 Variables sociodemograficas y de conducta de la poblaciéon estudiada.
El cuestionario aplicado a las participantes tuvo por objeto: a) identificar
factores de riesgo, de proteccion o de comportamiento involucrados en la presencia

de infecciones de transmisién sexual, b) evaluar la presencia de signos, sintomas y
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conductas previas relacionadas con el desarrollo de una infeccién enddgena.

Las practicas sexuales son una variable directa del riesgo para adquirir una ITS
que incluye entre otros: edad de inicio de vida sexual, cambios frecuentes y repetidos

de comparieros sexuales, tener sexo sin proteccion y el sexo comercial.

Dentro de las repercusiones que resultan de las practicas sexuales sin
proteccion se encuentran los embarazos no deseados y el incremento de las ITS, por
lo que es de suma importancia mejorar la educacion sexual, asi como el
conocimiento y uso de métodos anticonceptivos en la poblacidon que es sexualmente

activa.

La poblacién femenina analizada en este estudio fue de tipo abierto con
predominio de edad entre 18 y 25 afos, estado civil solteras. Se pueden detectar
algunas practicas de riesgo para la adquisicion de una infeccion cérvico-vaginal
como: numero de embarazos, uso de anticonceptivos hormonales, duchas vaginales,
la edad del inicio de la actividad sexual, la cual fue menor a los 18 afios en la mitad
55.2% (n=114) de la poblacion. Dado que el coito sin proteccion aumenta
considerablemente la posibilidad de adquirir alguna infeccion de transmisién sexual o
una |IE (basicamente en VB recurrente) también se indagd sobre el uso de condén
(Gonzalez-Pedraza et al., 2004; Marrazzo et al., 2010). Sin embargo, en los
resultados de esta investigacidon so6lo se observd una relacion estadisticamente

significativa con el numero de parejas sexuales totales con un valor de p=0.047.

La Encuesta Nacional de Salud y Nutricion (ENSANUT), reporta que el 29% de

la poblacion no utiliza algun método anticonceptivo, porcentaje muy similar a lo
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registrado en este trabajo, ya que el 26.1% (n=55) de las participantes dijo no utilizar
ningun método anticonceptivo, es decir que el método de barrera (conddn) a pesar
de ser el método mas ampliamente utilizado como método anticonceptivo, no
presentd relacion estadisticamente significativa (p=0.803) con la condiciéon de las

pacientes (estar o no infectadas).

El inicio de vida sexual a una temprana edad (p=0.526) tampoco tuvo relacién
estadisticamente significativa, lo cual llama la atencion porque es considerada por
algunos autores como un factor de riesgo fundamental para aumentar la posibilidad
de infectarse con HPV, debido a que el epitelio de la zona de transiciébn queda
expuesto al ser hormonalmente inmaduro se infectan células epiteliales de estratos
mas profundos y por lo tanto se puede generar una lesion epitelial a corta edad, ésta
pude ser asintomatica hasta llegar a un carcinoma in-situ (Lazcano-Ponce et al.,

2001; Bosh et al., 2002).

Esta muy claro que los condones son eficaces contra el HIV y las ITS, cuando
se usan correcta y sistematicamente (Gonzalez-Pedraza et al., 2004; Marrazzo et al.,
2010). No obstante, esta claro que muchos jovenes-adultos no usan preservativos,
aunque los datos existentes no pueden decirnos con qué consistencia. El uso del
preservativo ha aumentado en este grupo de edad, presumiblemente en respuesta a
los programas de prevencion de HIV/ITS y se cree que es responsable de la
disminucién de algunas ITS como la gonorrea. Para medir la consistencia con que
los condones se usan, es importante para evaluar el uso especifico con los distintas
poblaciones, sin embargo, el uso constante no parece ser éptimo (O’leary, 2011).

Por ejemplo, un estudio encontré que sélo el 45% de los adolescentes usaban
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condones con cada acto sexual y posiblemente esta sea una de las causas de el por
que se encuentra en mas de la mitad de la poblacion analizada al menos un agente

etioldgico 127 (61.3%) (O’leary, 2011).

En cuanto al numero de parejas sexuales totales en la vida de las mujeres
participantes, el 60% (n=126) manifest6 tener hasta 4 parejas sexuales durante toda
su vida de actividad sexual, siendo ésta y el inicio de actividad sexual a temprana
edad algunas de las practicas de riesgo que llaman mas la atencion; ya que algunos
autores han encontrado relacion significativa entre la edad de inicio de vida sexual, el
numero de parejas sexuales a lo largo de su vida y la adquisicién de una ITS. Al
contrario con lo reportado por estos autores, el analisis estadistico de los resultados
presentados aqui reveld que no hubo relacion significativa entre los “factores de
riesgo medidos con el cuestionario” y la adquisicion de una ITS, posiblemente por el
bajo numero de muestras (n = 207). Existen también otros estudios en los que no se
ha demostrado esta relacion y mas bien se asocia con la falta de uso de proteccion,
incluso con parejas “estables” (Fonck et al, 2000; Vaccarella et al., 2006; Araujo et

al., 2008; Verteramo et al., 2009).

Existen algunas ITS que cursan de manera asintomatica, por lo que fue
importante conocer el motivo de visita de las participantes, considerandose como
asintomatica aquella mujer que presenté algun microorganismo y reportd haber
asistido por revision medica general. Encontramos que el motivo de participacion en
el estudio, y estar o no infectada no tiene una relacién estadisticamente significativa
(0.191), la mayor parte de las mujeres decidié participar Unicamente para realizarse

una revision médica general (N=131), sin embargo, al momento de toma de muestra
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se observd sintomatologia y signos que suelen asociarse a la presencia de una
infeccidon, entre las que predomind la secrecion. Lo anterior refleja dos factores de
suma importancia; en primer lugar, el amplio desconocimiento acerca de la
sintomatologia de las infecciones cervicovaginales, ya que muchas mujeres
desconocen qué es normal y qué no; en segundo, muestra que también existen
numerosos casos de mujeres con infecciones que se presentan de manera
asintomatica, siendo esto ultimo un punto ampliamente reportado anteriormente en el
grupo de trabajo y en la literatura internacional, por ejemplo un estudio en 2005,
reportd que de los 3.5 millones de norteamericanos infectados con C. trachomatis
anualmente, entre el 85 y el 90% no presentd sintomas, al igual que la infeccién
inicial por HPV (Ojcius et al., 2005; Hernandez-Martinez, 2009; Martinez-Pefa, 2009;
Gillet et al., 2011). Otros autores han reportado anteriormente que la principal
molestia presentada en una infeccién es la descarga vaginal anormal, lo cual se

observo también en el presente estudio (Araujo et al., 2008).
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14. Conclusiones

El agente etiologico mas frecuentemente detectado como unico agente
etiolégico y en asociaciéon a otras patologias como la vaginosis bacteriana y la

candidosis fue U. urealyticum.

Las infecciones por virus de papiloma humano fueron encontradas en alto
porcentaje y con mayor frecuencia en asociacidon a otros genotipos de virus de
papiloma humano y a otras patologias, principalmente la VB, la candidosis y la

infeccion por U. urealyticum.

El genotipo de virus de papiloma humano mas frecuentemente detectado fue el

52, considerado de alto riego, seguido de los genotipos 16 y 58.

En esta poblacion se detectd sélo un caso del genotipo 18 de alto riesgo, y no

se detectd al genotipo 11, de bajo riesgo.

Todos los casos de ASCUS presentan al menos un genotipo de alto riesgo.

No se encontré relacion estadisticamente significativa entre las infecciones

mixtas buscadas en esta investigacion.
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15. Perspectivas de desarrollo

1. Ampliar el numero de participantes y llegar a diferentes poblaciones
consideradas hasta el momento como de alto riesgo, por ejemplo hombres que

tienen sexo con hombres.

2. Aumentar el panel de diagndstico de ITS, principalmente con aquellas

que cursan con ulceraciones, e infecciones virales.

3. Analizar los sueros de las participantes en este proyecto para la
busqueda de anticuerpos contra otras infecciones de transmision sexual,

especificamente: virus de inmunodeficiencia humana, virus de herpes vy sifilis.
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17. Anexos
17.1 Reclutamiento (Anexo 1).
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inflamatoria, cancer e inclusive esterilidad.
g ; La muestra sera
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tomada por Quimicas

diagnostico oportuno, para asi evitar estas . . B
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17.2 Criterios de inclusién (Anexo 2)

CRITERIOS DE INCLUSION

N° Centro N° Sujeto Iniciales

Protocolo

ENCB-IPN

MICROBIOTA FACTOR

1. Mujer entre 18 y 45 anos de
edad

2. La paciente ha tenido actividad sexual intravaginal alguna vez

3. La paciente esta dispuesta a firmar el Consentimiento Informado

4. La paciente esta dispuesta a completar una encuesta relacionada
con su vida sexual y/o posible sintomatologia

5. La paciente esta dispuesta a cumplir con los requisitos establecidos
por el laboratorio (previos a la toma de muestras vaginal y cervical)

6. La paciente NO esta tomando antibiéticos o antimicéticos orales
o aplicando topicos en el area vaginal

7. La paciente NO ha tomado antibiéticos o antimicéticos
en los Gltimos 30 dias.

8. La paciente NO esta
embarazada

9. La paciente NO tiene sospecha de estar embarazada

10. La paciente NO tiene histerectomia

11. La paciente NO participa en ningln otro protocolo de investigacion

12. La paciente NO toma retinol o acido félico

13. La paciente NO ha tenido tratamiento colposcopico

14. La paciente NO toma algin tratamiento hormonal diferente al
método anticonceptivo

15. La paciente NO tiene alguna enfermedad crénico degenerativa

16. La paciente utiliza algin método anticonceptivo diferente al "ritmo"
JCual?

NOTA: Las respuestas a las preguntas 1 a 15 deben ser Sl para que la paciente

pueda ser incluida en el PROYECTO DE INVESTIGACION.

2}

2}
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Anexos

17.3 Consentimiento informado (Anexo 3)
Descripcion.

Usted esta siendo invitada a participar en una investigaciéon sobre los microorganismos que viven en la vagina y el
Utero, ya sea de manera normal o causandole alguna molestia o enfermedad. Esta investigacion es realizada en el
laboratorio de Bacteriologia Médica del departamento de Microbiologia y en el Laboratorio Il de Graduados del
Departamento de Inmunologia de la Escuela Nacional de Ciencias Biolégicas del IPN y sera dirigida y supervisada por
de las profesoras Dra. Ma. Guadalupe Aguilera Arreola y la M. en C. Azucena Aguirre y sus equipos de trabajo.

El propdsito final de esta investigacion es: ofrecer un diagndstico oportuno a la poblacion femenina afectada con
infecciones microbianas a nivel de vagina y cérvix, aportar informacion actual epidemiolégica sobre la incidencia de las
infecciones que frecuentemente aquejan a las mujeres en edad reproductiva.

Usted fue seleccionada para participar en esta investigacién debido a que presenta sintomas de infeccion cervical y/o
vaginal o requiere realizarse un chequeo preventivo, tiene entre 18 y 45 afios de edad, tiene vida sexual activa, no esta
embarazada, no esta en tratamiento hormonal, no esta histerectomizada y no esta tomando o ha tomado antibidtico o
antimicético en el dltimo mes.

Si acepta participar en esta investigacién se le tomara una muestra de exudado vaginal-cervical y una muestra de
sangre periférica por puncién venosa, completar un cuestionario y firmar el presente consentimiento informado.

La informacién del presente formato y las muestras deberan ser proporcionadas voluntariamente. El participar en este
estudio le tomara el tiempo necesario para realizar las actividades antes mencionadas. La muestra se analizara y los
resultados obtenidos seran entregados al centro, laboratorio o institucién a la que acudié usted en un plazo no mayor a
15 dias habiles. La paciente en ninglin momento debera pagar por este servicio.

Riesgos y beneficios.

La presente investigacion tiene riesgo minimo para la paciente y se circunscribe a aquel relacionado con las molestias
que se le ocasionan durante y después de la toma de muestra. Para prevenir las molestias la toma de muestra la
realizard un médico, enfermera o quimica experimentada quien le explicara brevemente el procedimiento antes de
comenzar la toma de muestra. No obstante, Usted podria sentir incomodidad al momento en que se le introduce el
espejo vaginal. Posterior a la toma de muestra Usted podria sentir irritacion y dolor abdominal. Si tiene en el area de la
toma de muestras tejido fragil o friable se le puede provocar un ligero sangrado al momento de la toma de muestra; en
cuanto a la toma de sangre le podria causar un hematoma (moretdn) en el sitio de la puncion.

Usted no tendra en el corto plazo ningun beneficio extra a la obtencién de un diagnéstico oportuno (y en su caso
acceder a una consulta médica gratuita); en caso de ser una paciente con anormalidades en su resultado de
Papanicolaou y/o resultar con el virus del papiloma humano, usted sera invitada a participar en una segunda etapa de la
investigacion en la cual se le ofrecera un tratamiento de rutina apropiado para su enfermedad complementado con
factor de transferencia con un seguimiento a su evolucién médica durante un afio, tiempo durante el cual tendra que
acudir a las tomas de muestras cerivcal y sanguinea a los 3, 6, 12 y 18 meses de tratamiento. También se le puede
ofrecer examen de colposcopia y biopsia en caso de ser necesario.

Confidencialidad.

Su identidad sera protegida en todo momento por lo realizadores del estudio. Toda la informacién o datos que puedan
identificar a la participante seran manejados confidencialmente por medio del uso de iniciales y una clave numérica. Los
datos de la paciente, incluyendo esta hoja de consentimiento, solo seran conocidos por los investigadores, el personal
de laboratorio que le toma la muestra y le realiza la encuesta. La documentacion se archivara en expedientes bajo llave
durante al menos 5 afios de tal manera que la informacién proporcionada en la encuesta y el resultado de laboratorio
obtenido sean confidenciales y s6lo seran empleados para propositos de ensefianza e investigacion y en ningun
momento se revelara el nombre de la paciente. Los datos que se obtengan de la encuesta podrian ser publicados en
revistas de divulgacion y/o investigacion sin mencionar el nombre o iniciales de la paciente.

Al contestar la encuesta, usted aporta datos que son de utilidad para correlacionar factores de riesgo o predisponentes
con la enfermedad que tiene. En el caso de pacientes aparentemente sanas que aceptan el estudio para control médico
el resultado del estudio es preventivo y la informacién proporcionada resulta de vital importancia para dar veracidad a
los factores de riesgo o predisponentes encontrados en las pacientes con algun tipo de infeccién.

Incentivos.

Usted no recibira ningun tipo de incentivo monetario por participar en el estudio.

Derechos.

Si tiene alguna pregunta o desea mas informacion sobre esta investigacion por favor siéntase en la libertad de hacerla
en cualquier momento.
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Si ha leido este documento y ha decidido participar, por favor entienda que su participacion es completamente
voluntaria y que usted tiene derecho a abstenerse de participar o retirar su consentimiento en cualquier momento, sin
ninguna penalidad. Ademas tiene derecho a recibir una copia de este documento.

Al firmar este documento la paciente manifiesta que voluntariamente: proporcioné la informacion vertida en este
formato, permite que las bacterias obtenidas de sus muestras y sus muestras sean conservadas y utilizadas en estudios
posteriores de investigacion realizados en los laboratorios de Bacteriologia Médica y de graduados Il de la Escuela
Nacional de Ciencias Bioldgicas del Instituto Politécnico Nacional y que los datos obtenidos sean publicados siempre y
cuando no se revele su identidad.

Su firma en este documento significa que ha decidido participar después de haber leido y discutido la informacion
presentada en esta hoja de consentimiento. Los testigos con su firma confirman que la paciente leyé y discutié con el
personal que la atiende la informacion presentada en esta hoja de consentimiento, firmé voluntariamente este formato y
que se le aclararon sus dudas con respecto a esta investigacion.

Nombre completo del paciente 3 Iniciales Firma Fecha dd/mmm/aaaa

Nombre e iniciales del testigo 1

Firma Fecha dd/mmm/aaaa
Nombre e iniciales del testigo 2 Firma Fecha dd/mmm/aaaa
Nombre e iniciales de la persona que tom¢ la muestra Firma Fecha dd/mmm/aaaa
Nombre e iniciales de la persona que explic consentimiento Firma Fecha dd/mmm/aaaa
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17. 4 CUESTIONARIO EPIDEMIOLOGICO (ANEXO 4).

Fechade toma de nuesta: Manemw de nuestra:
dia/ mes/ ano Regisiro
Inimiales del pacierte: Inicialprimer nombre inictal segundo nombre inictal apellido inicial apelido
{silo tiene) paterno maierno
ad: i Fechade raciniento:
dia nes ato
Estado civil: Soltera Casada Divoriada Vmda Otro
o T No. de parejas sexnales desde el : :
?
oA qué edad mcali‘onssu vida sescual? o de s vida sesmal Acm:lr’l:alm axg vida S1 NO
No. de parejes sexnales actuales: Una? | Dos ? |  De3as? Mis de 57
Habito sexmal actaal: Hetemsexual ? Bisexmal ?

Fecha de dltma gl ---

[ dia  mes  afo |

No.deembarazns: _ No.dedortos:

Fama :Conqué frecuencia?

A cortrmacmdn indique conuna cmz jqué métodousa:
. P . . Hormonal (pas tillas, imyecadn): ?
?
¢Usa algin métod o anticonceptivo? Dispositive (DT, vamlla) 7
3l NO Método de bawera (conddn): ?
Menopansia, esterilidad : ?
Otios (dvulos conespermuada): ?
Usaduchas vaginales: ? 7 SI NO
© z : : o
+Conqué frecuencia usa lxs duchas vaginales? Distio Se Merndl Ocsi "

¢Cudles el ronbre del producto (5) quewsa? | 4 ppevedortes de cdneer cervicantering o diagndstion de VFH
(Que tienpo tene? ;Harechido vaouna conta VPH?

siente molestias ? wquisre de evisiin médica general

Lapaciente arude porque:  ? o (o pecfima).
‘ estavo en hatanterto recierterernts ‘ oRplespeatiqnel:

¢ Tiene Usted alzuna de las siguiertes molestias?:

seecién? | adar? | conezin ? | doordorinar? | dolor al tener selavibn sexual?
Laseciecidn tiene mal olor: | slenpre I mnca I algurnas veces | frecuertemerte
Podria decir aque le weuerdael olorde la secrecidn: ? 8l | NO
apescado ? acido aftutado Otro:

Otras nolestias, especifique cuales a cortimacion:

Ooipacidn
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