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= Resumen

La tricomoniasis urogenital es la infeccion de transmision sexual (ITS) curable mas
frecuente y la Unica causada por un parésito. Afecta mayoritariamente a mujeres
causando vaginitis, aunque presenta una alta tasa de casos asintomaticos. Constituye un
factor de riesgo para la co-infeccion con otras ITS y de complicaciones maternas y
perineonatoldgicas durante el embarazo. Los objetivos del trabajo fueron comparar el
desempefio metodoldgico de una técnica de cultivo in house respecto al examen
microscopico y conocer la frecuencia de la infeccion en la poblacion estudiada. Se
realizd la busqueda de Trichomonas vaginalis en 291 muestras con solicitud de estudio
de flujo vaginal. El examen microscopico detecté el parasito en 23 de ellas obteniéndose
una sensibilidad de 92% .Mediante la técnica de cultivo se diagnosticaron dos casos
adicionales de tricomoniasis, obteniéndose 100% de sensibilidad. La frecuencia de la
infeccion en la poblacién estudiada por ambas técnicas fue de 8,6 %, y utilizando solo
microscopia de 7,9 %, mientras que en el mismo periodo pero del afio anterior y solo
por microscopia, la frecuencia fue de 4,8%. A pesar del ligero aumento observado en la
sensibilidad y la ventaja de detectar el parasito independientemente de la rapidez en el
transporte y procesamiento de la muestra, la técnica de cultivo in house es laboriosa,
costosa, y requiere muchos dias de revision, por lo cual su implementacion conlleva
demora en el diagndstico y en consecuencia retraso en la entrega de resultados respecto

a la técnica microscopica, que es sencilla, econémica y brinda un diagnéstico rapido.
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= |ntroducciéon

Trichomonas vaginalis es un parésito protozoario unicelular, flagelado y anaerobio,
agente etioldgico de la infeccion de transmision sexual (ITS) de mayor incidencia
mundial denominada tricomoniasis urogenital. Segun la Organizacién Mundial de la
Salud (OMS), en el mundo ocurren 143 millones de casos por afio, no se ve afectada por
variaciones climaticas ni estacionales, y mayoritariamente se halla en poblaciones con
niveles socioecondémicos bajos. Esta cifra la posiciona como la ITS curable més

frecuente, con el 40% de los casos reportados (1, 2,3).

El vardn frecuentemente es portador asintomatico del parasito, el cual habita la zona de
la uretra sin generar ningdn tipo de sintoma, siendo transmitido durante el acto sexual a
su pareja. En la mujer, cuando el ambiente vaginal se torna levemente alcalino
fisiologica o patoldgicamente, T. vaginalis encuentra el nicho 6ptimo tanto para su
colonizacion, proliferacion, infeccion y posteriormente transmision. En muchos casos,
este parasito es capaz colonizar y sobrevivir pasando desapercibido en el ambiente
genitourinario sometido a constantes fluctuaciones ecoldgicas y fisioldgicas, donde
otros microorganismos dificilmente pueden hacerlo. Esta caracteristica es preocupante
ya que pueden existir situaciones donde la tricomoniasis vaginal puede ser asintomatica,
lo que facilita su transmision. Ademas, si existen manifestaciones clinicas suelen ser
inespecificas y similares a las causadas por otros microorganismos patdgenos
urogenitales como Candida spp, Gardnerella vaginalis, Neisseria gonorrhoeae y
Chlamydia trachomatis, ya que producen vaginitis y uretritis, por lo que es
imprescindible realizar diagnéstico diferencial entre ellos para establecer el tratamiento
adecuado (4,5).

En las mujeres gestantes, la infeccion por T. vaginalis esta asociada a parto prematuro

por ruptura prematura de membranas y riesgo de transmision vertical perinatal (6, 7,8).

También se conoce que padecer esta infeccién duplica el riesgo de co-infeccién con
agentes virales de transmision sexual como el Virus de Inmunodeficiencia Humano
(VIH) o Virus del Papiloma Humano (VPH) (7).

Por lo tanto su diagnostico, no solo permite el un tratamiento terapeutico adecuado, sino

que constituye un alerta para la busqueda de otras enfermedades de transmision sexual.




Para el diagnostico de tricomoniasis la tecnica utilizada, rapida y economica, es el
examen microscopico en fresco, donde se visualiza si el parésito esti presente por su
morfologia y movimiento caracteristico requiriendo de un observador experimentado.
Pero, como toda técnica microscopica es inéculo dependiente y no podemos evitar
informar falsos negativos cuando el recuento de T. vaginalis esta por debajo de su
sensibilidad. Ademas, la posible demora en el transporte y observacion de la muestra
dificulta el diagnostico, ya que el parasito pierde movilidad y no se puede observar su
notorio movimiento, pudiendo pasar por alto su presencia. Esto conlleva a una
disminucion de la probabilidad de deteccion a medida que pasa el tiempo desde que se

tomo la muestra hasta que se realiza el analisis microscopico (8).

Por esta razon, el método de referencia o gold standard es la técnica de cultivo, que si
bien es mas costosa y requiere mas tiempo de proceso, ofrece mayor sensibilidad que la
observacién en fresco, no depende de la rapidez en el transporte y procesamiento de la
muestra y permite darle las condiciones Optimas para que T. vaginalis prolifere y se
mantenga viable para su deteccion. Si bien existen medios de cultivo comerciales,
puede ser formulados in house para reducir costos, como el caldo modificado para

T. vaginalis puesto en practica en este trabajo (8, 9,10).




= Objetivos

Objetivo general: Comparar el desempefio metodoldgico de la técnica de cultivo

respecto al examen microscopico tradicional en el diagnostico de tricomoniasis

urogenital.

Obijetivos especificos:

1)

2)

3)

4)

5)

Poner en practica un medio de cultivo in house para el diagnostico de
tricomoniasis urogenital.

Determinar el desempefio del medio de cultivo in house vs examen
microscopico tradicional, por medio de la sensibilidad.

Evaluar la utilidad de incorporarlo como método diagndstico en el laboratorio de
Bacteriologia del Hospital Materno Infantil Dr.Eduardo Oller.

Determinar la frecuencia de tricomoniasis urogenital en mujeres sintomaticas y
asintomaticas y su asociacion con otros microorganismos.

Comparar la frecuencia de tricomoniasis urogenital obtenida con la del mismo

periodo de estudio pero del afio anterior.




= Nutricion microbiana y medios de cultivo

Los microorganismos se componen fundamentalmente de hidrégeno, carbono, oxigeno,
nitrégeno, azufre, fésforo y en menor proporcion de otros elementos. Los centenares de
compuestos que existen dentro de una célula viva se forman a partir de nutrientes que
estan disponibles en el medio. Los elementos que se necesitan en grandes cantidades se
denominan macronutrientes, mientras que los metales y compuestos organicos
(vitaminas, aminodcidos, purinas y pirimidinas) que se requieren en pequefias
cantidades se denominan micronutrientes (metales traza) y factores de crecimiento

respectivamente.

Los medios de cultivo son las soluciones nutritivas que se usan en el laboratorio para el
cultivo de los microorganismos. Estdn compuestos por una mezcla equilibrada de
nutrientes que incluyen: una fuente de carbono y energia (glucosa, sacarosa o cualquier
otro compuesto carbonado), una fuente de nitrégeno azufre y fosforo
(aminoacidos, bases nitrogenadas), un buffer para regular el pH, NaCl y agua que le
aporta la humedad (11,12).

+ Clases de medios de cultivo:

En microbiologia, se emplean dos clases generales de medios de cultivo: los
quimicamente definidos y los no definidos. Los primeros se preparan afiadiendo a agua
destilada, cantidades precisas de compuestos organicos e inorganicos purificados,
conociéndose asi su composicion quimica exacta. La fuente de carbono es de central
importancia ya que se requiere en grandes cantidades para que exista progenie celular y
son utilizados para estudios de requerimientos nutricionales y para obtener resultados
reproducibles. Sin embargo en muchos casos la composicion exacta de un medio no es
importante para el crecimiento de muchos microorganismos y los medios no definidos o
complejos pueden ser entonces adecuados o incluso ventajosos por varias razones. Son
mezclas complejas y poco definidas de nutrientes preparados a partir de hidrolizados de
productos animales o vegetales. Por lo general contienen como fuente de carbono
extracto de carne, levadura o malta y como fuente de nitrégeno peptona de soja, de
carne o de tripteina (caseina).Estos hidrolizados estan disponibles comercialmente en
forma de polvo y pueden ser pesados con facilidad y disueltos en agua destilada para

preparar un medio (11,12).




En situaciones particulares, especialmente en microbiologia clinica, los medios de
cultivo pueden ser selectivos o diferenciales. Un medio selectivo contiene compuestos
que inhiben selectivamente el crecimiento de algunos microorganismos y permite el
crecimiento de otros. En cambio un medio diferencial es aquel al que se afiade un
indicador, normalmente un colorante, para permitir diferenciacion de reacciones
quimicas particulares que ocurren durante el crecimiento, como la fermentacion de
algun carbohidrato y asi distinguir entre diferentes grupos de bacterias permitiendo una
identificacion tentativa del microorganismo. También es importante tener en cuenta que
diversos microorganismos pueden poseer requerimientos nutricionales muy diferentes
necesitando un medio enriquecido para poder cultivarlos. Se trata de medios complejos
a los que se afiaden nutrientes adicionales como suero o sangre, complemento comun de
los medios de cultivo ya que provee quelantes de nutrientes, hormonas y factores de
crecimiento, inhibidores de proteasas, y neutraliza sustancias tdxicas. Al adicionar estos
componentes se reflejan mejor las condiciones que se encuentran en el hospedador

pudiendo cultivar con éxito patégenos nutricionalmente exigentes (11,12).

En situaciones donde muestras no se pueden procesar en el momento o se deben
transportar a otro laboratorio, se utilizan los medios de transporte, cuya composicion
permite mantener viable durante un tiempo prologando a los microorganismos de

interés, sin alterar su concentracion.

Los medios de cultivo pueden tener diferente consistencia. Pueden prepararse en forma
semisolida o sélida mediante la adicion al medio liquido de un agente solidificante
como el agar. Los medios sélidos contienen 1,5 al 2 % de agar, y que se preparan en
placas de Petri estériles, inmovilizan a las células, permitiéndolas crecer y formar
masas aisladas visibles llamadas colonias, que pueden tener forma y tamafio variable.
Los medio semisdlidos, tienen una concentracion de agar inferior a los medios sélidos
(0,3-0.5%) y se preparan en tubos de vidrio esteriles con tapa. La baja concentracion de
agar permite que ver la motilidad de los microorganismos en el medio de cultivo y
proliferacion en las zonas donde las condiciones atmosféricas son adecuadas para su
crecimiento, permitiendo el desarrollo de aerobios estrictos en la parte superior,
anaerobios estrictos en la profundidad y anaerobios facultativos en todo el medio. En un
cultivo semisolido con crecimiento no se obtiene desarrollo de colonias sélidas sino una
generacion de turbidez en el medio, que a menudo es acompafiada con la generacion de

un color por viraje de un indicador provocada por la proliferacion microbiana.




Por ultimo, los medios de cultivo liquidos que se denominan “caldos” y son nutrientes
en solucién acuosa que suelen utilizarse para mantener microorganismos y enriquecer
indculos (11,12).

+ Incubacion:

El tiempo y temperatura de incubacion dependerdn del microorganismo que se quiera
recuperar y la atmosfera debe ser elegida de acuerdo a sus requerimientos de oxigeno y
didxido de carbono. Uno de los métodos mas utilizados para generar condiciones
atmosféricas especiales para el cultivo de microorganismos exigentes es la jarra con
vela. Se trata de un recipiente en donde se colocan los tubos o placas de agar inoculadas
y luego una vela encendida, para posteriormente sellarse herméticamente. La llama de la
vela consume todo el oxigeno presente en la atmdsfera para generar dioxido de carbono
y agua en el proceso de combustion, lo que da como resultado una atmaosfera pobre en
oxigeno y rica en diéxido de carbono (aproximadamente 3-7% de CO2). Esto resulta
adecuado para el desarrollo de microorganismos microaerofilos, ya que necesitan para
sobrevivir niveles de oxigeno inferiores a los de la atmdsfera normal, o capnofilos que

requieren una elevada cantidad de didxido de carbono (11).

+ Técnica de cultivo de microorganismos en el laboratorio:

Como los microorganismos estan por todas partes, los medios de cultivo deben ser
esterilizados antes de usarlos. La esterilizacion se lleva a cabo normalmente mediante
calor himedo en un gran recipiente a presién llamado autoclave. Este dispositivo
permite la entrada de vapor de agua a alta presién, logrando alcanzar temperaturas
superiores al punto de ebullicion del agua (121°C) necesarias para destruir todos los

microorganismos presentes, incluidas esporas termorresistentes (11,12).

Una vez esterilizado el medio de cultivo, ya esta listo para ser inoculado con el
microorganismo o muestra incognita en estudio. Esto debe realizarse mediante técnica
aseptica, que consta de una serie de procedimientos para evitar la contaminacion con
microorganismos presentes en el medio ambiente durante la manipulacién de los

materiales.

Para ello se emplea un mechero Bunsen cuya funcién es crear una zona aséptica de
trabajo, que a su vez permite esterilizar el instrumental como el asa de siembra,

mediante la aplicacién directa de calor.




=  Caracteristicas del parasito T. vaginalis

+ Taxonomia:

T. vaginalis es un protozoario perteneciente al Reino Protista ,Filo Metamonada, Clase
Parabasalia, Orden Trichomonadida, Género Trichomonas que incluye paréasitos
flagelados del tubo digestivo o de las vias genitales, anaerobios, carentes de
mitocondrias, de ciclo directo y con ausencia de formas quisticas, pudiéndose encontrar
solo tres especies dentro de este género capaces de parasitar al ser humano: T. vaginalis,
T. tenax, parasito comensal propio de la cavidad bucal, y T. hominis, caracteristica del

tubo digestivo, sin ser claramente patégena (1, 13,14).

+ Morfologia:

Al ser un trofozoito, la morfologia es muy variable pudiendo ir desde aspectos
piriformes, semilunares, esferoidales en medios liquidos con actividad locomotriz muy
intensa, hasta formas ameboides en medios solidos con agar que disminuyen su
movilidad. Este polimorfismo se debe a mdultiples variables como la microbiota
bacteriana concomitante, el pH, la presion osmotica del entorno, y la abundancia de
nutrientes de medio. T. vaginalis mide de 7 a 23 um.Su movimiento ondulante y
adirrecional caracteristico se debe a la presencia de 5 flagelos, uno de los cuales, el
quinto o posterior, formado por un citoesqueleto de actina y tubulina, es el
constituyente fundamental de la membrana ondulante, su complejo organulo motor que
le confiere sus movimientos rapidos de traslacion y rotacion. Este flagelo esta asociado
a una estructura llamada costa, cuya funcion es dar
resistencia a la estructura del parasito. Debajo del FRRElos aneviores
nacleo nace una parte sélida, llamada axostilo,

dispuesta longitudinalmente y analoga a la columna Flagelo posteriory ./

vertebral, que le proporciona rigidez anatomica al memmmO”du.m_te ‘ ?
protozoo. (Figura 1).No posee mitocondrias y sus ,/ “/‘/
hidrogenosomas son los encargados de producir ATP e Ciiiti a %

hidrogeno molecular mediante la fermentacion de __ :.‘ i it
carbohidratos. /AXOSMO

Figura 1.Esquema de la morfologia de T. vaginalis.

(Fuente: Becerril M.A (2014).Parasitologia Médica 4ta ed.)
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+ Ciclo biologico v vias de transmision:

T. vaginalis es el unico paréasito causante de una infeccion de trasmision sexual (ITS)
dentro de un grupo de més de 30 patdgenos de diferente naturaleza. Su Unico
hospedador natural es el ser humano y su trasmision, por lo general, es por contacto
sexual, aunque se ha demostrado que también es posible mediante el uso de fomites y
ropa interior, porque el parasito puede sobrevivir en la orina durante tres horas y en el
semen durante seis horas. Ademas, se han encontrado parasitos vivos y con capacidad
de infectar en inodoros, piscinas y zonas himedas, tras 24 horas a 35 °C. En ambientes
secos, calurosos y en la luz solar directa, muere aproximadamente a los 30 minutos ya

que son muy sensibles a la temperatura, no pudiendo sobrevivir a méas de 45 °C.

El transporte del parasito entre las mucosas en el acto sexual se hace mediante las
secreciones de quienes participan en él como el flujo vaginal, el liquido preseminal y el
semen. Una vez que el parésito invade la mucosa genital, tiene preferencia por
localizarse, en el caso de la mujer, en las glandulas de Bartholino y parauretrales y en
sus secreciones, ademas de la vagina y el cérvix. En el hombre coloniza principalmente
el surco balano-prepucial, las glandulas prepuciales, la uretra prostatica y las vesiculas
seminales. Como T. vaginalis es un parasito de ciclo bioldgico directo, solo presenta
formas flagelares o trofozoitos, sin que existan formas de resistencia o quiste en su ciclo
vital, aunque se han descrito formas redondeadas en ambientes desfavorables o cultivos
agotados, estado que es reversible en cuanto el parasito vuelve a encontrarse en un
medio adecuado y rico de nutrientes. Estas formas polimastigontes o pseudoquisticas
son organismos esféricos e inmdviles caracterizados por la internalizacion de los
flagelos y de la membrana ondulantes. Una vez que el trofozoito se encuentra en la
mucosa, se reproduce mediante fision binaria longitudinal con un periodo de incubacion
que oscila entre 4 y 28 dias, crece favorecido por el pH alcalino y en presencia de sales
de hierro, como las que se encuentran en la sangre menstrual, y de la glucosa, presente
en el epitelio vaginal durante la edad fértil. En la Figura 2 se esquematiza el mecanismo

de transmision sexual del paréasito (13, 14, 15,16).
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transmision sexual

o T

o9,

\__/

A= faze infectante
A\ = 1ase diagndstica

Trictromonas vaginais

Figura 2.Esquema del mecanismo de transmision sexual de tricomoniasis.

(Fuente: https://www.cdc.gov/dpdx/trichomoniasis/index.html , Afio 2017.)
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= Epidemiologia

La OMS refiere 357.000.000 nuevos casos de ITS curables mundialmente por afio,
grupo que incluye: sifilis (5 millones), gonorrea (78 millones), clamidiasis (131
millones) y tricomoniasis (143 millones).Los porcentajes de cada ITS curable
mundialmente se pueden observar en el Grafico 1. La infeccién por T. vaginalis
continda siendo la enfermedad de transmision sexual no bacteriana ni viral méas
frecuente con el 40% de los casos reportados por afio en todo el mundo. Sin embargo se
debe destacar que estos datos epidemiologicos son subestimados debido a la alta tasa de
casos asintomaticos y por no tratarse de una enfermedad de declaracion obligatoria (1,
2,3).

La tricomoniasis urogenital tiene una incidencia maxima entre los 16 y los 35 afios, el
periodo de mayor actividad sexual. EI 100% de las parejas de varones con tricomoniasis
sufren también la infeccion. Es cosmopolita, con amplia distribucion mundial, no se ve
afectada por variaciones climaticas ni estacionales, y mayoritariamente se halla en
poblaciones con niveles socioecondémicos bajos. Existen muchos factores que pueden
afectar a la transmision de la tricomoniasis como el desconocimiento de la existencia de
las ITS, relaciones sin proteccion, promiscuidad, edad y el sexo, encontrandose una
prevalencia mayor en mujeres y siendo las jovenes las mas vulnerables para adquirir
este tipo de infeccion, por las caracteristicas de la vagina y el cérvix que ain no han
desarrollado completamente los mecanismos de defensa como el pH &cido y el moco

cervical espeso (13,14).

Gréfico 1. Nuevos casos de ITS curables por
afo expresados en %.

1%

ﬂ O tricomoniasis
40% O clamidiasis

[ gonorrea

@ sifilis

(Fuente: https://www.who.int/es/news-room/fact-sheets/detail /sexually-transmitted-infections-(stis), Afio 2019.)
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= Fisiopatologia de la infeccion

La variada sintomatologia provocada por el parasito sienta sus bases en los mecanismos
de patogenia. T. vaginalis se encuentra en un ambiente complejo, que sufre cambios
bruscos en el que influyen el pH, la microbiota, la respuesta inmune del hospedador, los
niveles de hierro y zinc, poliaminas, etc. En este sentido, el parasito ha tenido que ser
capaz de desarrollar mecanismos de adaptacion al hospedador para colonizar y
mantener la infeccion en este ambiente tan hostil. La interaccién parasito-hospedador es
un proceso multifactorial dependiente de factores asociados al hospedador y factores de
virulencia asociados al parésito (1, 2, 4,7).

1. Factores asociados al hospedador:

+ pH vaginal v microbiota: EI pH alcalino es ideal para que T. vaginalis

produzca la infeccion, siendo Optimo en un pH préximo a 5,0. Durante la
excitacion y el acto sexual, la mujer secreta fluidos que aumentan el pH vaginal,
normalmente &cido (pH=3.0); ademas el semen, que es alcalino, favorece la
transmision del parésito. A su vez, la existencia de enfermedades genitourinarias
concomitantes o una alteracion de la microbiota vaginal (especialmente a la
disminucion de la poblacion de Lactobacillus acidophilus y/o un incremento de
las bacterias anaerobias como sucede en la vaginosis bacteriana) estan asociadas
a un aumento de pH. Esta situacion facilita el asentamiento del parasito en caso
de un contacto de riesgo, ya que su expresion genética y funcionalidad estan
determinadas por el pH del medio. Ademas, el propio paréasito a través de la
fagocitosis de las bacterias de la microbiota, reduce la poblacion de
L.acidophilus responsable del ambiente &cido vaginal, lo que favorece el
aumento del pH del medio, favoreciendo su propio asentamiento.

+ Ciclo_menstrual vy niveles hormonales: El papel que juegan estos dos

elementos en la presentacion clinica de la tricomoniasis es de gran relevancia.
La exacerbacion de los sintomas en la mujer esta asociada a fluctuaciones
hormonales de los estrogenos y progestagenos durante el transcurso del ciclo
menstrual y durante el embarazo, donde la mujer presenta ambas hormonas con

niveles elevados. La presencia de receptores especificos para estrogenos y
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androgenos en la superficie de T. vaginalis refleja la importancia de las
hormonas en el desarrollo de esta parasitosis.
+ Presencia de hierro: El hierro es uno de los factores que mas se han estudiado

en la patogenia de T. vaginalis. Su papel como inductor de numerosos genes
asociados al asentamiento y colonizacion del parasito, asi como a la
exacerbacion de su patogenia son indiscutibles. También el hierro es esencial
para el desarrollo adecuado del metabolismo del parésito y su multiplicacion.

Un ambiente rico en hierro se correlaciona con procesos de evasion del sistema
inmune del hospedador, mientras que un ambiente con hierro bajo, el parasito
estimula su actividad citotoxica, lo que le permite una mayor motilidad y con
ello una penetracién mejor a capas mas profundas del epitelio, logrando de esta
forma colonizar y sobrevivir en el ambiente vaginal. Debido a que no existe
hierro libre en el tracto genitourinario, T. vaginalis lo adquiere
mayoritariamente a través de la lactoferrina presente en las secreciones
cervicales. Si los niveles de lactoferrina disminuyen como fuentes alternativas
de hierro, es capaz de tomar Fe?* a partir del grupo hemo y la hemoglobina por
medio de la hemdlisis y la fagocitosis de los glébulos rojos durante el periodo

menstrual.

+ Presencia de zinc: Este elemento presente en el fluido prostatico del hombre,

dificulta el crecimiento del parésito. El caracter citotoxico del Zn®* explica por
qué esta ITS cursa de forma asintomatica en la mayoria de los varones. Por el
contrario, si las secreciones prostaticas de Zn?" disminuyen existe un riesgo

mayor de desarrollar prostatitis crénica en caso de tricomoniasis.

+ Niveles de poliaminas: Las poliaminas son moléculas presentes en todos los

organismos y estan implicadas en procesos de proliferacion celular. El
metabolismo parasitario de estos compuestos comienza con la sintesis de
putrescina a partir de ornitina. Las secreciones vaginales de mujeres infectadas
presentan un nivel elevado de putrescina sintetizada y secretada por el propio
parasito y responsable del olor caracteristico de la leucorrea en esta infeccion. El
metabolismo de estas moléculas, y concretamente el de la putrescina, esta

implicado en procesos de citoadherencia y citotoxicidad.
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2. Factores de virulencia asociados al parasito:

Se agrupan en dos tipos: Los mecanismos dependientes e independientes de contacto,

los cuales se resumen en la Tabla 1.

Factores de virulencia asociados al parasito Funcion

Primer paso para la infeccion.

Adhesién alas | Proceso multifactorial dependiente del pH,
células del epitelio | temperatura, disponibilidad de hierro y tiempo de

vaginal (CEV) | contacto.

Moléculas implicadas: Adhesinas (AP),

; lipofosfoglicano (LPG).
Dependientes del

contacto Obtencion de nutrientes a través de actividad p-
o hemolitica.
Fagocitosis de
lactobacilos, Evasion de la respuesta inmune.
levaduras,
leucocitos, Ingestion levaduras y bacterias: T pH vaginal
eritrocitos y CEV favoreciendo su asentamiento.
Son sustancias toxicas de secrecion, que
o intervienen en el proceso de adherencia y evasion
Cistein- de la respuesta inmune.
proteasas(CP)
Independientes Pro<_juce_el d_esprendimiento del epitelio
genitourinario.
del contacto Factor de

desprendimiento | Regulado por estrégenos.

celular (CDF) Exacerbacion de los sintomas durante la

menstruacion debido a que al |estrogenos 1CDF.

Virus ARN doble cadena.

Virus de T.vaginalis | Regula la transcripcion de genes variando la
(TVV) expresion de algunas CP vinculadas con la
patogenia.

Tabla 1

(Fuente: Trichomonas vaginalis: la versatilidad de un parasito tenaz, Afio 2017.)
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= Sintomatologia y complicaciones

Por todo lo detallado anteriormente, las mujeres son mas propensas que los hombres a
presentar sintomatologia por la infeccion tricomonidsica. Esta es més probable cuando
se eleva fisiologicamente el pH vaginal y, por ende, el nimero de parasitos, como
durante la menstruacion, la ovulacion o el periodo postcoital. En estas situaciones la
sintomatologia se acentla. En las infecciones por T. vaginalis se puede observar
vaginitis con leucorrea abundante, espumosa, fétida y de color amarillo verdoso
(Foto 1). Las mujeres infectadas refieren prurito, ardor, cistitis y disuria, que se
acenttan durante la menstruacién. Al examen ginecoldgico, el cuello uterino se presenta
alterado con aspecto edematoso, eritematoso y friable, con areas puntiformes de color
rojo intenso que se entienden ademas, a la vulva y vagina. Este signo clinico
denominado colpitis macular (cérvix en forma de fresa) es considerado el signo clinico
mas especifico para el diagndstico de la tricomoniasis urogenital (Foto 2) , sin embargo
es detectado principalmente por colposcopia y raramente durante el examen
ginecologico rutinario. El exudado inflamatorio cubre la mucosa vaginal, y la vulvitis
suele estar marcada por la presencia de eritema, dolor y edema. También se ha descrito
la presencia de erosiones cervicales, las que algunos autores han interpretado como una
predisposicion al carcinoma de cuello. El periodo de incubacion de la infeccion por
T. vaginalis es de 4 a 28 dias. Durante esta etapa la microbiota de Déderlein (compuesta
en su mayoria por Lactobacillus acidophilus) se conserva y hay poca 0 ninguna
reaccion inflamatoria. A medida que la infeccion avanza estos parametros se invierten,
es decir, paulatinamente desaparecen los lactobacilos y se reemplaza por una microbiota
bacteriana mixta, con un aumento del pH, del nimero de leucocitos y de parasitos. Las
variadas formas clinicas de la enfermedad dependen probablemente del nimero, de la
virulencia del parésito y de la resistencia del hospedero. En general, las manifestaciones
clinicas de la tricomoniasis urogenital son inespecificas y son semejantes a las
provocadas por Neisseria gonorrhoeae, Candida albicans, Chlamydia trachomatis y

Gardnerella vaginalis (1, 2,4).
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Foto 1. Vaginitis por T. vaginalis. Abundante Foto 2.Cervix en forma de fresa,signo
secrecion purulenta (leucorrea). caracteristico de tricomoniasis.

(Fuente: http://www.facmed.unam.mx/deptos/microbiologia/parasitologia/tricomoniasis.html, Afio 2017.)

Los varones tienden a sufrir una infeccion asintomatica y actian como reservorios de
T. vaginalis. Sin embargo, un gran porcentaje de casos de uretritis no gonocdccica es
provocada por este parasito. Cuando la infeccion se hace evidente, puede manifestarse
por secrecidn uretral serosa o purulenta, prurito en el glande, edema prepucial, ereccion
dolorosa, eyaculacion precoz y disuria. En cuanto a las complicaciones se incluyen:
uretritis, prostatitis, cistitis y esterilidad; esta Gltima se produce al unirse T. vaginalis a

la cola y la cabeza del espermatozoide, limitando su motilidad (2, 5,7).
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=  Asociacion con otros patdgenos

Cada dia se hace mas frecuente la concomitancia de varios agentes patogenos en el
tracto urogenital. La asociacion y coexistencia de T. vaginalis con otros gérmenes
causantes de ITS es bastante comdn, por lo cual se ha planteado que podria actuar
como transportador pasivo de estos microorganismos, facilitando su entrada a las capas
mas profundas del epitelio vaginal y en consecuencia promoviendo su transmision.

(1,7).Las relaciones mas importantes se detallan a continuacion:

+ Relacion entre T. vaginalisy VIH:

La infeccion por T. vaginalis es considerado uno de los mas importantes cofactores en
la transmision del VIH., donde como minimo, duplica el riesgo de contagio mediante
cuatro posibles eventos:

1. La respuesta proinflamatoria iniciada en las mucosas cervical y vaginal.

2. La alteracion de la inmunidad innata en la mucosa.

3. La ruptura de la continuidad de la mucosa cervicovaginal.

4. El cambio de la microbiota y pH vaginal.

Esta asociacion sienta sus bases desde los comienzos de la década del 90, donde
encontraron que la seroconversién a VIH en mujeres estuvo significativamente
asociada con la presencia de otras ITS, muy particularmente con la tricomoniasis
urogenital. EI mecanismo para la transmision puede estar asociado con alteraciones
genitales provocadas por varias enzimas hidroliticas secretadas por el parasito las cuales
abren la barrera protectora; pudiéndose desarrollar entonces microulceraciones que
facilitan la entrada del virus a las capas mas profundas del epitelio vaginal. Ademas, la
transmision también puede verse favorecida por la infiltracion leucocitaria (linfocitos T
CD4+ y macréfagos) provocadas por una agresiva respuesta inmune celular local
causada por el parasito, con importante liberacion de citocinas proinflamatorias que
atraen y activan a las células presentadoras de antigeno y a linfocitos TCD4+, células
blanco para el VIH. A su vez, debido a que T. vaginalis tiene la capacidad de fagocitar
células infectadas por virus, el parasito actla como transmisor de virus humanos, ya que
transporta en su interior particulas viricas. Aunque no se han detectado evidencias de

replicacion o liberacion del virus como puede ocurrir con TVV, su supervivencia
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durante un cierto periodo podria conllevar graves consecuencias en aquellos casos en
los que exista co-infeccion por ambos patégenos, convirtiéndose el parésito en un

transportador pasivo (5,7).

+ Relacion entre T. vaginalis y VPH:

Se ha demostrado que la infeccién por este protozoo duplica el riesgo de infeccion por
VPH. Se discute el mecanismo mediante el cual el protozoo interviene en el proceso
penetrante del virus a la ceélula epitelial. Algunas teorias sefialan la funcion
transportadora del parasito, al trasladar el virus desde el medio extracelular al
intracelular. Otra teoria, plantea la posibilidad de infeccion por las microlesiones
producidas por los elementos citotdxicos secretados por T. vaginalis, que pueden
romper la membrana celular y favorecer una especie de “asalto” por parte del virus al
entorno intracelular. A su vez la infeccion por T. vaginalis puede estar relacionada con
algunos procesos neoplésicos, y con un incremento del riesgo de padecer neoplasia
intraepitelial cervical (NIC) cuando la paciente presenta infeccion concomitante con

algunos subtipos potencialmente oncogénicos de VPH (5,7).
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= Tricomoniasis y embarazo

Los cambios hormonales que se producen durante el embarazo predisponen a que esta
poblacién sea mas vulnerable y exista una mayor incidencia de ITS, lo que conlleva a
complicaciones maternas y perinatolégicas como aborto espontaneo, mortalidad
perinatal, bajo peso al nacer, endometritis posparto y secuelas en los neonatos
sobrevivientes. La tricomoniasis en las mujeres embarazadas predispone a la ruptura
prematura de membranas (RPM) debido a la induccion de citoquinas proinflamatorias
producidas por el sistema inmune al atacar a T. vaginalis, lo que lleva a entrar en trabajo
de parto pretérmino y a bajo peso al nacer (BPN) siendo esta complicacion, uno de los
principales problemas de salud en el mundo por la repercusion que tiene en la
mortalidad infantil y por las secuelas que puede producir, ya que ocasiona
consecuencias potencialmente negativas en el periodo perinatal, tanto para la madre
como para el feto como sepsis del neonato y morbilidad neonatal elevada por la
inmadurez (5, 6,8).

A su vez, esta ITS tiene elevada prevalencia entre las gestantes en paises
subdesarrollados, luego de la vaginosis bacteriana (VB), y si bien uno de las sintomas
principales es el flujo vaginal amarrillento y mal oliente, la mitad de las pacientes son
asintomaticas y presentan flujos normales, lo que trae como consecuencia que se
subestimen los casos de tricomoniasis en esta poblacion y que las pacientes, nunca
reciban tratamiento adecuado, deviniendo todas las complicaciones antes mencionadas y
favoreciendo a su vez la transmision de la infeccion. También existen casos de
transmision vertical de madre a neonato a través del canal de parto. Aunque en la
mayoria de las tricomoniasis neonatales son asintomaticas o se logra la curacion
espontanea de las mismas tras la disminucion de los niveles de estrégenos maternos en
el recién nacido a partir de la sexta semana o tras el tratamiento farmacoldgico con
metronidazol (MTZ), en los casos sintomaticos puede producirse infeccion

genitourinaria o neumonia neonatal (5,6).
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=  Métodos diagnoésticos

En el caso de la mujer, la muestra de eleccion para la basqueda del parasito es el flujo
vaginal, mientras que en el hombre lo es el semen por su mayor sensibilidad seguido del

exudado uretral, aunque los métodos diagnosticos para este grupo son mas limitados.

Diversas técnicas de diagnostico se han empleado para la identificacion de T. vaginalis,
pero la microscopia Optica, es decir el examen en fresco de la secrecion vaginal, ha sido
la més utilizada por ser rapida y econdémica, aungque es poco sensible, y requiere de un
personal experimentado para un diagndstico seguro y procesamiento rapido ya que a
medida que pasa el tiempo, T. vaginalis pierde viabilidad y con ello su caracteristico
movimiento, primordial para su deteccion.

El cultivo de la muestra de exudado vaginal o uretral en medios liquidos o semisélidos
es la técnica de referencia o gold standard debido a su alta sensibilidad (98%) y
especificidad (100%). Estos medios vienen de forma comercial o puede ser formulados
in house para reducir costos como el caldo enriquecido y selectivo para T. vaginalis

estudiado en este trabajo (8, 9,10).

Existen también pruebas de aglutinacion en latex para muestras de flujo vaginal que
brindan un diagnostico rapido, y que por su sencillez pueden realizarse en la misma
consulta por el personal paramédico. Esta prueba es una técnica que si bien en nuestro

medio es costosa, es la mas rapida y posee una elevada sensibilidad (4).

También son dutiles las tinciones de Papanicolaou y de Maygrinwald Giemsa

prolongado para visualizar trofozoitos fijados pero ambas tienen baja sensibilidad.

La reaccion en cadena de polimerasa (PCR) ha dado resultados satisfactorios en
secrecién vaginal y orina, con altas sensibilidad y especificidad, pero es un método con

grandes limitaciones debido a su alto costo (5).

Las técnicas inmunologicas clasicas de EIA (enzimoinmunoanalisis) e IFD
(inmunofluorescencia directa) tienen menor sensibilidad que el cultivo o que las
técnicas moleculares como la PCR, por lo que son poco usadas, pero son una opcién
mas para el diagnéstico de la infeccion. La prueba de ELISA (ensayo por
inmunoabsorcion ligado a enzimas) basada en la busqueda de IgA, IgM e IgG

especificas para T. vaginalis no ha sido eficaz (1, 4,5).
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+ Estudio del flujo vaginal :

La presencia de un aumento de la secrecion vaginal o un cambio en sus caracteristicas
es uno de los motivos de consulta mas frecuente de las mujeres en edad reproductiva.
Entendemos por flujo al aumento permanente de los trasudados y exudados de causa
fisiologica o patoldgica, que se objetivan por la paciente o por el examinador. El flujo
fisioldgico es producto de los cambios hormonales del ciclo, y contiene escasa cantidad
de leucocitos. La leucorrea puede deberse a infeccion vaginal o cervical. Denominamos
vaginitis a la infeccion vaginal con respuesta inflamatoria, caracterizada por la presencia
de abundantes polimorfonucleares. La tricomoniasis urogenital es una de las vaginitis
mas frecuentes, al igual que las vaginitis por levaduras del género Candida. Si bien la
sintomatologia es similar para ambas se las puede diferenciar por las caracteristicas del
flujo vaginal. A su vez existe otra entidad clinica denominada vaginosis bacteriana (VB)
caracterizada por un cambio en la microecologia de la vagina con disminucion o
ausencia de lactobacilos y con presencia de Gardnerella vaginalis (cocobacilo Gram
negativo) asociada a bacterias anaerobias como Mobiluncus spp., Peptococcus spp. ,
Bacteroides spp. , M. hominis, entre otros, también llamado complejo GAMM. Se
diferencia de la vaginitis en la ausencia de respuesta inflamatoria, es decir ausencia o
escasos polimorfonucleares. Los criterios diagndsticos para diferenciar las infecciones

vaginales se resumen en la Tabla 2 (15,17).

Ademas en las mujeres embarazadas se realiza por Ley Nacional 26.369 un estudio de
portacion durante la semana 35 y 37 de gestacion, de forma paralela al estudio del flujo
vaginal, para la busqueda del Estreptococo del grupo B (SGB o S.agalactiae) en un
hisopado vaginal-perineal tomado sin utilizacién de espéculo. Esta bacteria, que es parte
de la microbiota intestinal, puede causar infeccion urinaria en la gestante y sepsis
neonatal con alta tasa de mortalidad si entra en contacto con el recién nacido en el

momento de parto, cuando este pasa por el canal vaginal (18).
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Tabla 2. Resumen los criterios diagndsticos para diferenciar las infecciones vaginales.

Criterio

Lactobacilos

Normal Vaginosis Vaginitis por | Vaginitis por Candida
diagnostico Bacteriana T. vaginalis spp.
<45 >45 >45 <45
pH vaginal
Flujovaginal | cjar0 o blanco, | Blanco, grisaceo, | Amarillo, Blanco y grumoso(
fino y flocular cremoso y fino verdoso, leche cortada)
espumoso
Test de aminas
(Olora Negativo Positivo Positivo Negativo
pescado )
Sintomatologia - No causa Prurito Prurito
Células Células “clave”. Levadurasy
epiteliales, o T
Examen predominio Escasos T. vaginalis, pseudomicelios
MICroscopico | de Lactobacillus. | polimorfonucleares, leucocitos leucocitos, células
S . - - - - -
Pp microbiota mixta | apindantes epiteliales y
Lactobacillus
Microbiota | | 5ctohacillus Gardnerella T.vaginalis, | C. albicansy otras
vaginal SPp. vaginalis microbiota | |- quras. Lactobacilus
~ Micoplasmas anaerobia
acompanante y anaerobios mixta con spp.
(Complejo GAMM) | disminucion
de

(Fuente: Manual de laboratorio de microbiologia para el diagndstico de infecciones genitales, Afio 2012.)

24

——
| —




= Materiales y métodos

El trabajo se dividio en dos etapas: Puesta a punto del medio de cultivo y Toma de

muestra y procesamiento.

+ Primera etapa : Puesta a punto del medio de cultivo

El medio de cultivo consta del medio base nutritivo fluido “caldo tioglicolato”
comdnmente utilizado para el cultivo y enriquecimiento de microorganismos
anaerobios. La presencia de grupos sulfhidrilos, aportados por la L-cisteina vy el
tioglicolato sddico que contiene el medio, actla como agente reductor y disminuye el
potencial de 6xido reduccion facilitando asi el desarrollo de diversos microorganismos
anaerobios. Esto, sumado al bajo contenido de agar que le otorga la propiedad de ser un
medio fluido y retarda la dispersion de dioxido de carbono y oxigeno, resulta adecuado
para la proliferacién de T. vaginalis ya que crece y se produce de manera Optima en

condiciones anaerdbicas (19,20).

A este medio base se lo enriqueci6 con extracto de levadura y se lo complement6 con
suero equino adulto (SEA) inactivado, y una combinacién de antibioticos y fungicidas
para hacerlo selectivo y evitar el crecimiento de microorganismos contaminantes y/o de
aquellos que son parte de la microbiota urogenital acompafante de la muestra, sin
interferir en el desarrollo de T. vaginalis. La peptona de caseina (tripteina), L- cisteina
y el extracto de levadura proporcionan aminoacidos, nitrogeno, azufre, carbono y
vitaminas. La glucosa es la fuente de energia y el SEA proporciona factores de

crecimiento esenciales para la proliferacion del parésito (5, 8,9).

En este trabajo se utilizé suero comercial y suero de produccién propia. La metodologia

empleada para la produccién de SEA y para la puesta a punto se detallan a continuacion.

25

——
| —



+ Produccion de SEA

1. Obtencion del SEA:

Para la obtencion del suero equino se visitd en dos
ocasiones el establo (Foto 3) y se realizaron extracciones
de sangre venosa por venopuncién en la yugular de los

equinos adultos, tanto machos como hembras.

La sangre equina se carg0 en tubos estériles. Se dejo
formar el coagulo a temperatura ambiente. Luego se
centrifugaron los tubos 10 minutos a velocidad maxima.

Se separ0 el suero equino bajo mechero con pipetas

Pasteur estériles en frascos estériles. Se congelo a -20 °C.  £5¢0 3 Primera visita al establo

2. Inactivacion:

La inactivacion o descomplementacién tiene como
objetivo desnaturalizar y/o inactivar componentes del
complemento presentes en el suero equino asi como
también anticuerpos anti-Trichomonas (T. foetus) que
podrian estar presentes en la sangre del animal y que
podrian tener reactividad cruzada con T. vaginalis(11,12).
El objetivo es evitar cualquier posible interaccion con el
parasito en el medio de cultivo ya que estas proteinas
equinas podrian dificultar o incluso no permitir el
crecimiento del parasito. Para la inactivacion se procedio a
llevar el bafio termostatizado a una temperatura de 56°C
controlando con termometro (Foto 4). Se colocaron los
frascos con SEA dentro del bafio durante 30 minutos.

Foto 4. Bafio termostatizado a 56 grados.
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3. Esterilizacion por filtrado:

Esta técnica permite esterilizar el suero equino haciéndolo pasar a través de un
material capaz de retener los microorganismos presentes (filtro) y evitando de
esta manera la contaminacion del medio de cultivo cuando se lo agregue como
factor de crecimiento para el desarrollo del parasito. ElI tamafio del poro del
filtro de membrana de celulosa utilizado fue de 0,22 pum. Como este
procedimiento no implica exponer el suero equino a grandes temperaturas ni
presiones, como si lo haria la esterilizacién con vapor humedo con autoclave,
nos permite esterilizarlo sin alterar sus caracteristicas nutricionales necesarias
para la proliferacion de T. vaginalis (12).

Para realizar la esterilizacion se armo el sistema de filtrado bajo flujo laminar.
Se coloco el suero equino en el embudo. Una vez conectado el sistema a la
bomba, se encendié y utilizando la presion de la misma, el suero equino paso
por el filtro recogiéndose en una botella de vidrio estéril (Figura 3). Se apago la
bomba, se desarmé el sistema de filtrado y se tapo la botella con el suero equino
esterilizado e inactivado con un tapon a rosca y parafilm. Se realizaron controles

fisicoquimicos y microbioldgicos (Ver anexo). Finalmente se congelé a -20°C.

Se afade el medio
no esteril

Embudo

< Filtro de membrana

Plataforma de vidrio

Base
Adaptador de goma

Vacio

& Medlo
estéril

Figura 3.Esquema de la técnica de esterilizacion por filtrado.

(Fuente: Madigan M, Martinko J, Dunlap P, Clark D.(2009) .Brock.Biologia de los Microorganismos.122 Ed.)
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+ Puesta a punto del medio de cultivo in house

1) Preparacién y fraccionamiento del medio de cultivo:

El medio de cultivo caldo tioglicolato modificado para T. vaginalis consta de 4 ml de
caldo fluido semisélido color &mbar dispensado en tubo de vidrio con tapa a rosca. Para
la puesta a punto se realizaron tandas de 10 tubos con 4 ml de medio cada uno. Este

proceso lleva dos dias consecutivos de trabajo que se detallan a continuacion:

Primer dia: Se peso el medio tioglicolato con indicador y el extracto de levadura. Se
colocaron en una botella de vidrio y se disolvieron en agua bidestilada.Se homogenizo
la solucion a bafio maria hasta disolverse completamente adquiriendo un color &mbar
limpido.Se autoclavé 15 minutos a 121 °C .Finalmente se controld la esterilidad en
estufa a 37°C durante 24hs.

Segundo dia: Se adiciond asépticamente SEA inactivado, Anfotericina B, Gentamicina
y Penicilina G (Ver Anexo) (Foto 5).

Se midid el pH con tiras indicadoras, Yy se ajusto para llevarlo a 70,2 con K (OH) o
HCI 1N de acuerdo al pH inicial del medio. Se fracciono en tubos de vidrio con tapa a

rosca. Se controlé esterilidad del fraccionamiento en estufa a 37°C, durante 24 hs (8,9).

Foto 5.Materiales para preparar el medio de cultivo.
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2) Evaluacién del medio de cultivo:

Se inocularon muestras de flujo vaginal con trofozoitos de T. vaginalis como control
positivo del medio, para evaluar el funcionamiento de la primera formulacion. Para
todas las muestras ensayadas durante la puesta a punto se sembraron 2 tubos, uno de
ellos con vaselina y se utiliz tubo de medio sin inocular como control negativo y de
esterilidad (Foto 6).

También se realiz6 como variante, la siembra de dos tubos pero con la mitad de medio
de cultivo, con el fin de investigar si es mas conveniente utilizar menor cantidad de
caldo para que los parasitos se encuentren mas concentrados al momento de la revision,

y exista mas chance de recuperarlos cuando se revisa el medio.

Foto 6.Control positivo y negativo del medio de cultivo.
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4+ Segunda etapa : Toma de muestra y procesamiento

Se realizé la basqueda de T. vaginalis en muestras con solicitud de estudio de flujo
vaginal a todas las pacientes que asistieron al servicio de Obstetricia y Ginecologia del
Hospital Materno Infantil Dr.Eduardo Oller durante el periodo comprendido entre el 12

de marzo de 2019 y el 17 de mayo del mismo afio.

1) Obtencion de la muestra de flujo vaginal:

Se solicitd a la paciente que se recueste en posicién ginecoldgica.
(Foto 7).Posteriormente se introduzco el espéculo descartable en
el canal vaginal sin utilizar lubricante, acomodandolo de manera
tal que permita visualizar el cuello del utero.

Con una torunda de algoddn estéril o hisopo, se tomd el flujo
vaginal frotando en la zona donde sea més abundante o bien del
fondo de saco vaginal posterior e inmediatamente se lo descargo

en la solucion fisioldgica estéril (15,17).

Se identificd la muestra, registrando también el aspecto del flujo y

su color, y se indag6 a la paciente si presentaba o no prurito.

Finalmente, se procedi6 a tomar una segunda muestra para realizar

un extendido en portaobjetos de la secrecion para luego colorearla

mediante la tincion de Gram. En la Figura 4 se esquematiza el

Foto 7.Camilla ginecologica y
procedimiento para la toma de muestra de flujo vaginal. materiales para la toma de la
muestra.
Torunda
Cuello del
utero

Fondo de saco
vaginal posterior

Figura 4.

(Fuente: Enlace Hispano Americano de Salud. Procesamiento de muestras vaginales. Afio 2012.)
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2) Procesamiento de la muestra de flujo vaginal:

I. Examen en fresco:

Para realizar la técnica, se descargd el hisopo sobre un portaobjetos, se colocd un
cubreobjetos y se visualizd en microscopio éptico con aumento de 400x recorriendo

todos los campos en guarda griega (Fotos 8 y 9).

Se registraron todos los elementos visualizados en la observacion microscépica: células,
leucocitos, presencia o ausencia de levaduras con pseudomicelio, y presencia o ausencia

de T. vaginalis.

Foto 8.Examen en fresco de flujo vaginal con abudantes leucocitos y trofozoitos de
T. vaginalis,400x.

Foto 9.T. vaginalis en examen en fresco amplificada, 400x.
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Il. Siembra en caldo tioglicolato modificado para T. vaginalis:

Para la siembra se descargd en el medio de cultivo el contenido del hisopo agregdndose
ademas todo el volumen de solucidn fisioldgica donde se transport6 la muestra, con la
finalidad de aumentar el indculo. Todas las muestras ensayadas en esta etapa se
sembraron por duplicado y se utilizd un tubo de medio sin inocular como control

negativo (Foto 10).

Foto 10.Materiales para la siembra.

I11. Incubacion:

Se realizd en atmdsfera microaerdfila, es decir con un 3-7% de CO2 y a 35-37°C
durante un periodo de 5 a 7 dias, con revision diaria a partir de las 24hs-48hs de

incubacion.
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IV. Revisidon del medio de cultivo y obtencién de resultados:

Para la revision se utilizaron jeringas de tuberculina. Con este material y en presencia de
mechero para generar un campo estéril, se tomo un pequefio volumen de medio del
fondo del tubo, sitio donde es posible encontrar al parasito debido a la baja
concentracion de oxigeno (Foto 11).

Se colocd una gota entre porta y cubre y se procedioé a la visualizacion en microscopio
a 400x, recorriendo varios campos en guarda griega.

Si en la muestra se observaron trofozoitos de T. vaginalis con su movimiento
caracteristico, esta se descart0 y se registro en el cuaderno de anotaciones como muestra
positiva.

Si no se observaron parasitos, se procedio a la re incubacion en la misma atmosfera por
24-48hs mas hasta completar los 5-7 dias de revision. Si luego de ese periodo, no se
obtuvo desarrollo de T. vaginalis, se procedi6 a descartar y registrar la negatividad de la

muestra.

Foto 11.Materiales para la revicion del
medio de cultivo.
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V. Meétodo confirmatorio: Tincidon Giemsa prolongado

Para aquellas muestras dudosas en donde se observaron estructuras semejantes a
T. vaginalis pero que no presentaban el movimiento caracteristico, se utilizo la tincion
de Giemsa prolongado para confirmar si eran trofozoitos del parésito no viables
(Foto 12).

Para realizar la tincion se prepard un extendido con la muestra a colorear, ya sea de
flujo vaginal o alicuota el medio de cultivo. Se fijo con metanol durante 5 minutos. Se
lavé con agua corriente y luego se lo cubrié con Giemsa diluido al décimo en agua
destilada durante 90 minutos. (Ver anexo).Finalmente se lo enjuag6 con agua destilada
y se lo dejo secar. Se visualizdé al microscopio Optico con objetivo de inmersién
(1000x).

Foto 12.Trofozoito de T. vaginalis en muestra de flujo vaginal coloreado con Giemsa prologando,1000x.

VI. Recopilacion de datos:

Los datos sobre las pacientes estudiadas se tomaron de las solicitudes de estudio
provenientes del servicio de Obstetricia y Ginecologia donde se realizd la toma de la
muestra. El rango de semanas de gestacion solo se determiné en aquellas pacientes que
ademas de tener estudio de flujo vaginal, tenian la orden para la estudio de portacién de

SGB (pacientes entre las semanas 35 y 37 de gestacion).

Para conocer la microbiota vaginal acompariante y resultados de la busqueda de SGB en
las pacientes con tricomoniasis urogenital, se recompilo la informacion del registro
manual de Bacteriologia a partir de la visualizacion de la tincién de Gram de los

extendidos de flujo vaginal y del cultivo para SGB respectivamente.

Todos los datos se extrapolaron a panilla de calculo Excel (Office 2010).
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VIIl. Validez de una prueba diagnéstica : Calculo de sensibilidad v especificidad

Cuando se estudia una poblacion de pacientes los datos obtenidos permiten clasificar a
los sujetos en cuatro grupos, con los cuales se puede confeccionar una tabla de
contingencia de 2x2. En ella, se enfrenta el resultado de la prueba diagnostica o test (en
filas) con el estado real de los pacientes (en columnas) o en su defecto el resultado de la
prueba de referencia o gold standard que vayamos a utilizar. El resultado de una prueba
puede ser correcto (verdadero positivo y verdadero negativo) o incorrecto (falso
positivo y falso negativo). El andlisis de su validez puede obtenerse calculando los

valores de sensibilidad y especificidad (22).

Sensibilidad: Es la probabilidad de clasificar correctamente a un individuo enfermo, es
decir la probabilidad de que para un sujeto enfermo se obtenga en la prueba un resultado
positivo. La sensibilidad es por lo tanto, la capacidad del test para detectar la

enfermedad (22).

FF

Sensihilidad = ——
FF+ F

Especificidad:

Es la probabilidad de clasificar correctamente a un individuo sano, es decir, la
probabilidad de que para un sujeto sano se obtenga un resultado negativo. En otras

palabras, se puede definir como la capacidad de detectar a los sanos (22).

N

Erperificidad =
pecif FIN + FF

En esta investigacion, la comparacion del desempefio metodolégico se evalu6 solo a
través del calculo de la sensibilidad, ya que la especificidad es la misma para ambas
técnicas por ser de diagnostico de certeza. Esto es debido a que T. vaginalis es el Unico
parasito de vias genitales, y como la deteccion microscépica es por su morfologia y
movimiento caracteristico, no existe situacion donde se puedan clasificar erroneamente
a un individuo sano como enfermo, es decir, no existen falsos positivos para estas

técnicas.
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VIII.

Anadlisis estadistico:

Para conocer si la diferencia de sensibilidad hallada entre el medio de cultivo in house y

el examen microscépico es significativa y asi evaluar el desempefio metodolégico de

ambas técnicas, uno de los objetivos especificos de este trabajo, se usaron tablas de

contingencia de 2x2 y se emple6 el estadistico Chi cuadrado de Pearson (x?) con un

intervalo de confianza de 95% (p<0,05) utilizando el programa Excel (Office 2010).

Las variables fueron: Sensibilidad en la deteccion de T. vaginalis por técnica de

cultivo y sensibilidad en la deteccion de T. vaginalis por examen microscopico.

La hipdtesis nula (HO) planteada fue: La deteccion de T. vaginalis es similar por

examen microscopico Yy por cultivo en términos de sensibilidad.

La hipotesis alternativa (H1) planteada fue: La deteccion de T. vaginalis es

diferente por examen microscépico y por cultivo en términos de sensibilidad.

De igual manera se realizd la prueba para conocer si la diferencia en la frecuencia

obtenida de T. vaginalis durante el periodo de estudio en 2019 solo por microscopia es

significativa respecto a la frecuencia en el mismo periodo pero en 2018.

Las variables fueron: Frecuencia de T. vaginalis por examen microscopico en

2018 y Frecuencia de T. vaginalis por examen microscopico en 2019.

La hipoétesis nula (H2) planteada fue: La frecuencia de T. vaginalis en el afio

2019 es similar a la frecuencia hallada en 2019.

La hipotesis alternativa (H3) planteada fue: La frecuencia de T. vaginalis en el

afio 2019 es diferente a la frecuencia hallada en 2019.

En ambos casos, si el 2 calculado resulté menor al ;2 critico, se aceptd la hipdtesis

nula. Por el contrario, si el y2 calculado resultd ser mayor al ;2 critico, se acepto la

hipdtesis alternativa. El valor de y;2 critico que se utilizo fue 3,841, que corresponde a

un grado de libertad y un nivel de significancia de 0,05.
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= Resultados

Durante la puesta a punto, el medio de cultivo se evalu6 con la siembra de 12 muestras
de flujos vaginales. En todas las muestras se observd desarrollo del parasito luego de
24hs de incubacion, manteniéndose entre 5 y 7 dias viables presentando actividad
locomotriz muy intensa y morfologia variable (Fotos 13, 14, 15,16).

El agregado de vaselina al medio retrasd entre 24 y 48 hs el crecimiento de T. vaginalis
y la reduccion del volumen del medio disminuyd los dias de viabilidad del parésito, sin

representar una mayor recuperacion al momento de la revision.

Foto 13. Trofozoitos de T. vaginalis formando acimulos en el medio de cultivo luego
de 24hs de incubacion, 400x.

Fotos 14, 15 y 16. T. vaginalis y su morfologia variable en el medio de cultivo,
amplificados, 400x.
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En la segunda etapa del trabajo, se procesaron 291 muestras de flujos vaginales
provenientes de pacientes atendidas en el servicio de Obstetricia y Ginecologia del
Hospital Materno Infantil Dr.Eduardo Oller. No se excluy0 ninguna muestra ya que

todas fueron tomadas, transportadas y procesadas en tiempo y forma.

De las 291 muestras totales, 286 fueron de mujeres embarazadas en diferentes semanas
de gestacion (98,3%) y 5 de mujeres no embarazadas en edad fertil (1,7 %)
(Tabla 3).De las 286 pacientes embarazadas, 233 estaban entre la semana 35 y 37 de
gestacion (81,5%).En las pacientes restantes (18,5%) no se determinaron las semanas de

gestacién (Tabla 4).

Tabla 3 .Distribucién de las pacientes Tabla 4.Semanas de gestacion de las pacientes
estudiadas. embarazadas estudiadas.
291 pacientes n % 286 embarazadas n %
Embarazadas 286 98,3 Entre 35y 37 semanas
de gestacion 233 81,5
No embarazadas 5 17
Otras semanas de 53 18,5
gestacion

El grupo etario con mayor nimero de consultas fue de 20 a 28 afios con 172/291

(59%).Los porcentajes de cada grupo etario se muestra en el Grafico 2.

Grafico 2. Grupos etarios.

O16-19
020-28
O029-36
O37-45

Edad (afios)
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Utilizando como metodologia diagnostica la microscopia se detectd la presencia de
T. vaginalis en 23 de las 291 pacientes, todas embarazadas, obteniéndose una frecuencia
de 7,9%.

Mediante la técnica de cultivo se diagnosticaron dos casos adicionales de tricomoniasis
obteniéndose desarrollo del parasito en 25 de las 291 muestras ensayadas, lo que

representa una frecuencia de 8,6%.

La sensibilidad del examen microscopico y de la técnica de cultivo fue de 92% y 100%
respectivamente. Como el valor y;2 calculado fue 0,149, se acepto la hipotesis nula
(HO) y se asumio6 que no existe diferencia significativa entre la sensibilidad de ambas

técnicas.

En la Tabla 5 se muestra la distribucion de muestras positivas y negativas para
T. vaginalis, la frecuencia de tricomoniasis y sensibilidad resultante mediante cada

técnica durante el periodo de estudio en 20109.

291 muestras
totales Examen microscopico Cultivo
Positivas n % n %
23 79 25 8,6
Negativas 268 92,1 266 91,4
Sensibilidad 92% 100%
Tabla 5

Comparando el mismo periodo, pero del afio 2018, durante el cual se procesaron 269
muestras de flujos vaginales solo mediante examen microscopico en fresco, se detectd
la presencia del parasito en 13 de ellas, lo cual representa una frecuencia de 4,8%.
Como el valor y;2 calculado fue 0,139, se acepto la hipdtesis nula (H2), y se asumio que
no existe diferencia significativa en la frecuencia de tricomoniasis durante el periodo de

estudio en 2019 respecto a la frecuencia en el mismo periodo del afio anterior.
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De las 25 pacientes embarazadas con tricomoniasis, 17 estaban entre la semana 35 y 37
de gestacion (68%) y 8 de ellas en otras semanas de gestacion (32%). Las edades mas
frecuentes fueron 22 y 24 afios con 5/25 (20%), coincidentes con el grupo etario que

representd el mayor nimero de consultas. En el Gréafico 3 y 4 se muestran estos

porcentajes.
Gréfico 3.Semanas de gestacion de las Gréfico 4.Edades de las pacientes con tricomoniasis.
pacientes con tricomoniasis. 6
5 20% 20%
Frecuencia
Otras 4
32% 3 12%
) 8% 8%
Entre 35 1 U 4% 4% | 4% 4% 4% 4% 4% 4%
y 37
68% 0

16 18 20 21 22 23 24 25 26 32 34 38 39
Edad (afios)

En cuanto a los microorganismos asociados a T. vaginalis, de las 25 pacientes
diagnosticadas (Tabla 6), 6 presentaron de forma concomitante vulvovaginitis por
levaduras del genero Candida spp. (24%).La microbiota vaginal acompafiante fue
Lactobacillus spp. en 13/25 (52%) Corynebacterium spp. en 9/25 (36%) y 3/25
presenté microbiota mixta (12%).La busqueda de SGB se realizd en 17/25 pacientes
(68%) por encontrarse entre la semana 35 y 37 de gestacion, de las cuales 2 fueron
positivas (8%).

Tabla 6.Microorganismos asociados a T. vaginalis.

25 muestras
positivas para n %
T. vaginalis
+Levaduras 6 24
+SGB 2 8
+Lactobacillus 13 52
spp
+Corynebacterium 9 36
spp
+Microbiota 3 12
mixta
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Por otro lado, 18/25 presentaban sintomatologia compatible con tricomoniasis (72%),

mientras que 7/25 no presentd sintomatologia alguna y su flujo vaginal era normal

(28%). En la Tabla 7 se muestran estos porcentajes.

25 pacientes con
tricomoniasis n %
Casos sintomaticos 18 72
Casos asintomaticos 7 28
Tabla7

De las 18 pacientes con sintomatologia, 13 presentaban prurito (72%), 7 flujo con

alteracion del color como amarillo o verdoso (38%), 2 presentaban fetidez (11%) y 9

flujo abundante (50%).A su vez, solo 5/18 presentaron reaccion inflamatoria con

leucocitos abundantes (28%).En el Gréafico 5 se muestran estos porcentajes.

Grafico 5.Manifestaciones clinicas de las 18 pacientes con

tricomoniasis sintomatica.
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= Discusion

El caldo tioglicolato modificado para T. vaginalis puesto a punto en este trabajo
funciona como medio selectivo y de enriquecimiento, ya que logra aumentar el in6culo
inicial del parasito permitiendo asi su visualizacion mediante microscopia. Esto lo hace
atil para muestras donde el inéculo inicial de T.vaginalis estd por debajo de su
sensibilidad, situacion que segun los autores Perazzi y Menghi (8) es frecuente en
muestras de pacientes embarazadas asintométicas. Debido a que la deteccion del
parasito mediante analisis microscopico es por morfologia y movimiento caracteristico,
resulta necesario realizar diariamente exdmenes en fresco de alicuotas del caldo
tomadas del fondo de tubo para observar si hay proliferacion del parasito. Esto lleva a
que la especificidad de ambas técnicas sea la misma (100%) y que continle siendo

dependiente de un observador experimentado.

Cabe destacar que existieron cultivos dudosos de muestras con examenes microscopicos
negativos, donde se observaron estructuras compatibles con T. vaginalis pero que no se
pudieron comprobar ni por movimiento caracteristico ni por morfologia, utilizando la
coloracion de Giemsa prolongado. Esto constituye una desventaja que puede deberse a
los excesivos dias de incubacion que requiere el medio de cultivo para poder observar
proliferacion, ya que el parasito desarrolla entre el segundo y el séptimo dia en este tipo
de muestras (8). En consecuencia, como se necesita una semana de incubacion, pueden
existir dias no laborables en el servicio, situacion que lleva a que en el momento de la
revision, el medio esté agotado y los parasitos ya no se encuentren viables para su

deteccion por movimiento, ni su morfologia sea clara para visualizarlos por tincion.

A pesar de estos inconvenientes, la técnica de cultivo in house resulta satisfactoria, y
ofrece la ventaja de detectar el parasito independientemente de la rapidez en el
transporte y procesamiento de la muestra. Esto hace que tenga utilidad rentable como
medio de transporte para T. vaginalis, concretamente para aquellos laboratorios donde
la muestra de flujo vaginal no se puede procesar rapidamente después de la toma. En
estas situaciones, donde existe una demora en la observacion del examen en fresco, es
frecuente que se pase por alto la presencia del parésito, ya que pierde su movimiento
caracteristico. También en situaciones donde los examenes microscépicos en fresco son
dudosos por que los parasitos presentan baja movilidad, la siembra en el caldo

enriquecido y fluido no solo los mantiene viables sino que también les permite aumentar
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su movimiento caracteristico, lo que facilita la deteccion y permite confirmar el
diagnostico. En el medio de cultivo, los trofozoitos de T. vaginalis se mantienen
moviles por 7-8 dias, con un incremento del inoculo visible recién al quinto dia de

incubacion, presentando como ventaja adicional una baja tasa de contaminacion.
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= Conclusion

En este trabajo final, el cultivo en el medio formulado result satisfactorio ya que
detectd dos casos adicionales de tricomoniasis. Este ligero aumento en la sensibilidad
puede ser importante ya que en algunas mujeres puede persistir la leucorrea y vaginitis,
teniendo reportes negativos de examen en fresco para T. vaginalis, que podrian ser
casos positivos si se efectuara el cultivo. Ademas, la deteccion del parasito es
independiente de la rapidez en el transporte y procesamiento de la muestra, ventaja
importante respecto a la microscopia. A pesar de esta situacion, el desempefio
metodoldgico de esta técnica no resultd ser estadisticamente superior en términos de
sensibilidad respecto al examen microscépico tradicional.

La puesta a punto se logro exitosamente pero se necesitaron de componentes asépticos y
especiales como el suero equino para lograr el aislamiento del paréasito, lo que aumento
considerablemente el costo del analisis. Ademas, el método de revision del medio
requiere una exhaustiva y laboriosa observacion microscopica diaria durante un periodo
de 7 dias, que conlleva a retraso en el diagnostico y tratamiento farmacolégico de la
infeccion, mayor costo por la cantidad de materiales descartables que se deben utilizar y
necesidad de personal entrenado que le dedique tiempo de trabajo diariamente. Esto
hace que la utilidad de incorporarlo como técnica diagnostica dependa del flujo del
trabajo del centro asistencial y de la disponibilidad de fondos para cubrir los costos.

Por todo lo dicho anteriormente, en este trabajo al igual que en la investigacion de
Costamagna y Figueroa (10), no se recomienda la incorporacion de la técnica de cultivo
para T. vaginalis como método diagndstico en el laboratorio de Bacteriologia ya que no
implica una mejora significativa respecto del método microscopico en uso. Estos
resultados se contraponen con lo expresado por Perazzi y Menghi (8), quienes

recomiendan incorporar la técnica de cultivo para el diagnéstico de la infeccion.

En cuanto a la epidemiologia, la frecuencia de tricomoniasis solo utilizando como
técnica diagnostica el examen microscopico, tuvo un incremento respecto al mismo
periodo de estudio pero del afio anterior, pero la diferencia no resulté ser
estadisticamente significativa. Todas las pacientes con tricomoniasis fueron jovenes
embarazadas, en su mayoria cursando las Gltimas semanas de gestacién y una cuarta
parte de ellas no presentaban sintomatologia, resultados que coinciden con lo expresado

en las diferentes investigaciones de la bibliografia (1, 2,5, 8,14).
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= Anexo

+ Controles fisicoquimicos y microbiologicos del SEA:

% SEA estéril comercial

e Producto: Suero Equino Adulto Estéril

e Empresa: Internegocios S.A

e Lote: 006/18

e Fecha de produccion: 30/10/2018

e Fecha de vencimiento: 30/10/2021

e Establecimiento N°3682-SENASA-ARGENTINA

Tabla 8.Controles fisicoquimicos y microbioldgicos.

Determinacion Resultado Especificacion Metodologia
Proteinas Totales 7,2 9% 5,0-8,0 g% | Colorimétrico-
Biuret
Albumina 3,5 9% 3,0-4,5 g% | Colorimétrico-
BCF
pH 7.5 7,0-8,2 Potenciométrico
Esterilidad Cumple Estéril Tioglicolato,
bacteriana 'y Sojay
fungica Saboreaud
% SEA estéril de produccion propia
Tabla 9.Controles fisicoquimicos y microbiol6gicos.
Determinacion Resultado Especificacion Metodologia
Proteinas Totales 6,8 g% 5,0-8,0 g% | Colorimétrico-
Biuret
Albumina 3,1g% 3,0-4,5 g% | Colorimétrico-
BGC
pH 7,0 7,0-7,5 Tira indicadora
Wiener
Esterilidad Cumple Estéril Agar  Sangre,
bacteriana 'y Saboreaud y
flngica tioglicolato

——
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+ Puesta a punto del medio de cultivo

Tabla 10. Composicion del medio de cultivo caldo tioglicolato modificado para
T. vaginalis (8, 9, 19,20).

Caldo tioglicolato modificado para T. vaginalis
Ingrediente Cantidad
Tripteina 15 gramos
Extracto de levadura 5+7 gramos
Glucosa 5,5 gramos
Cloruro de Sodio 2,5 gramos
L-Cisteina 0,5 gramos
Tioglicolato de Sodio 0,5 gramos
Agar 0,75 gramos
Resazurina 0,001 gramos
SEA 120 ml
Anfotericina B 2 mg
Penicilina G 1.000.000 Ul
Gentamicina 80 mg
Agua destilada 1000 ml

+ Reactivos para la tincion de Giemsa

e Fijador: Alcohol metilico

e Solucién colorante:

e Eosina-azul de metileno 7,0 g/L
e Metanol 50%

e Glicerina50 %
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