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A todos los adolescentes del mundo.



La Unica gloria verdadera del hombre, _si un poco de fama fuera cosa
alguna en la composicion tan vasta como el mundo,_ estaria en la
suma de servicios que hubiese, por sobre su propia persona, prestado a

los demas.
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Lista de abreviaturas

ADN: Acido desoxirribonucleico
ARN: Acido ribonucleico
BrdU: 5-bromo-2"-desoxiuridina

BSA: Albumina sérica bovina

CDF: (del inglés Cell Detaching Factor) Factor de desprendimiento celular
CEV: Células epiteliales vaginales

CIM: Concentracion Inhibitoria Minima

CLM: Concentracién Letal Minima

Cols. : Colaboradores

cpm: Conteos por minutos

DO: densidad 6ptica

EDTA: Acido Etilendiamino Tetracético

ELISA: Ensayo inmunoenzimatico en fase solida
g: gravedades

ITS: Infeccion de Transmision Sexual

Kda: Kilodaltons

mL: Mililitro

NIC I, Il, 1l : Neoplasia Intracervical grados I, 11 y Il

pb: pares de bases

PBS: Solucion salina tamponada con fosfato

PCR: ( del inglés Polymerase Chain Reaction) Reaccion en Cadena de la Polimerasa.

PMT: Placa de Microtitulacion

PVH: Papillomavirus Humano

RAPD: ( del inglés Random Amplified Polymorphic DNA) ADN polimorfico amplificado al azar.

TBE: Tampdn compuesto por 0,4 M tris, 0,5 M acido bérico, 0,01M EDTA.

[3H]-timidina :Timidina tritiada.



TV-1 al TV-10: Cebadores para Trichomonas vaginalis del 1-10.

TVV: Virus o particulas virales asociadas a Trichomonas vaginalis.

UPGMA: (del inglés Unweighted Pair Group Method with Arithmetic Average)
VIH: Virus de la Inmunodeficiencia Humana

(g: microgramo

(L: microlitro

(M: micromolar

(Ci: microcuries



SINTESIS

La trichomonosis vaginal es la principal enfermedad de transmisiébn sexual de etiologia
parasitaria. Es producida por un protozoo flagelado denominado Trichomonas vaginalis. Los
mecanismos de patogenidad y los factores de virulencia relacionados con la enfermedad no estal
totalmente esclarecidos. En el presente trabajo se reportan los resultados de la caracterizacic
parcial de 40 aislamientos de Trichomonas vaginalis obtenidos a partir de muestras de exudadc
vaginal de pacientes adolescentes femeninas procedentes de las consultas infanto-juvenil, ¢
interrupciéon de embarazo y de ITS de los Hospitales Ginecobstétricos Docentes "Ramon
Gonzalez Coro"y "Eusebio Hernandez", en el periodo comprendido de Junio de 1999 a Junio del
2001. Desde el punto de vista clinico fueron clasificadas en asintomaticas y sintomaticas Ieves
moderadas y severas. Se seleccionaron para el estudio 10 aislamientos de
vaginalis provenientes de cada grupo de pacientes segun la clasificacion clinica, para un total de
40 aislamientos. Encontramos una elevada correlacion entre la sintomatologia clinica de las
pacientes y la capacidad de los aislamientos de producir lesiones en ratones NMRI posterior a s
inoculacién por via intraperitoneal.

Se demostr6 que el parasito puede incorporar 5-bromo-2"-desoxiuridina en su ADN y este hecho sirvié
de base para la utilizacion por primera vez en la literatura de un modelo no radioactivo para medir
citoadherencia de los parasitos a las células HelLa. El nivel de adherencia de los aislamientos, fue
directamente proporcional a la severidad de las manifestaciones clinicas en las pacientes de cac
grupo.

En este trabajo se informa por primera vez en nuestro pais, la existencia de aislamientos de T

vaginalis resistentes al metronidazol.

Utilizando la prueba de RAPD, se demostré la presencia de una banda de 490 pares de bases en todos |
aislamientos provenientes de pacientes sintomaticas, no asi en los aislamientos de pacientes asintomaticas, por lo cu
se considerd como un posible marcador genético de patogenicidad. Este hecho constituye el primer reporte en I
literatura internacional.

Estos resultados contribuyen a ampliar el conocimiento sobre el parasito y la enfermedad que provoca.
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1.INTRODUCCION

Trichomonas vaginalis (Donne, 1836) es un protozoo flagelado causante de la trichomonosis
urogenital en el hombre, enfermedad considerada como una de las causas mas comunes

infeccion de transmision sexual (ITS). Esta parasitosis presenta una distribucibn cosmopolita,
identificAndose en todos los grupos raciales y en todos los estratos socioecondmicos (Petrin et al
1998; Sorvillo et al, 2001; Wallace et al, 2002). Los datos mas recientes muestran una incidencia
anual de mas de 170 millones de casos en el mundo (WHO, 1997), pero la prevalencia real e
desconocida pues la enfermedad no se notifica. En la mayoria de los casos el diagndstico s
realiza mediante la observacion microscopica del frotis directo simple del exudado vaginal, que
tiene baja sensibilidad (oscila entre un 38 y un 80 %) (Martin et al, 1967; Mc Cann, 1974;

Borchardt y Smith, 1991).

En los Estados Unidos se reportan aproximadamente 3 millones de casos nuevos por afio (WHO, 1997). En Cub
existen muy pocos antecedentes de estudios que indiquen la prevalencia de la trichomonosis y la mayoria han estad
dirigidos a relacionar la presencia o no del parasito con alguna enfermedad del sistema genito-urinario.

Esta infeccion se ha relacionado con el cancer cervical (Gram et al, 1992; Kharsany et al, 1993; Zhang \
Begg, 1994; Viikki et al, 2000), la enfermedad pélvica inflamatoria (Heine y Mc Gregor, 1993) vy
la infertilidad (Grodstin et al, 1993). Las mujeres infectadas durante el embarazo poseen
predisposicién a la ruptura prematura de membranas placentarias (Minkoff et al, 1984; Saurina y
McCormack, 1997), al parto prematuro y a tener hijos de bajo peso al nacer (Cotch et al, 1997), lo
cual se traduce en importantes implicaciones médicas, sociales y econdmicas (Carey y Klebanoff,
2001; Smith et al, 2002).

La asociacion y coexistencia de T. vaginalis con otros gérmenes, también causantes de ITS, es bastan
comun (Laga et al,1991; Zhang y Begg, 1994 ; Sobel, 1997). Existen estudios en los cuales se
hace mencién de la relacién existente entre la trichomonosis y las infecciones provocadas po
Papilomavirus humano (PVH) (Ter Meuien et al,1992; Jaminson et al, 1995). Ademas se ha
reportado que T. vaginalis puede actuar como transportador de otros virus (Pindak et al, 1998; Cu

Uvin et al, 2002).

Las formas clinicas en el curso de la trichomonosis son muy diversas y van desde las formas asintomaticas hast
formas sintomaticas severas con presencia fundamentalmente de leucorrea, prurito, dispareunia y punteado
hemorragicos que pueden tener localizacion vulvar, vaginal y en el cuello uterino (Wendel, 2003). En el hombre,
generalmente la infeccién se presenta de forma asintomatica, en algunos casos puede ser la causa de uretritis

prostatitis (Skerk et al, 2002; Price et al, 2003).

Desde 1959, el metronidazol constituye el farmaco de eleccién para el tratamiento de la trichomonosis, aunque ya er
la década de los afios 60 se comenz0 a reportar la aparicion de casos clinicos con infecciones refractarias después

un tratamiento adecuado (Aure y Gjonnaes, 1969; Diddle, 1969; Kurnatowska, 1969). Sin embargo, la existencia de

cepas de T. vaginalis resistentes a esta droga no fue confirmada hasta 1979 (Meingassner

Thurner, 1979).
Los mecanismos que influyen en la patogénesis ain no han sido bien identificados, lo cual ha motivado polémica
entre algunos investigadores. Varios estudios han tratado de correlacionar el dafio producido en animale:

experimentales con las formas clinicas de la infeccion (Toyos, 1974; Escario et al, 1995; Vanacova et al,
1997; Gémez-Barrio et al, 2002). En este sentido, el raton ha sido el modelo animal que mas se he
utilizado para simular una infeccion por T. vaginalis (Honigberg,1978; Kulda, 1990; Nogal et
al, 1997).

En el raton la inoculacion subcutanea de T. vaginalis provoca la aparicion de abscesos subcutaneos en
sitio de la inyeccién y el volumen de la lesion puede ser usado como un estimado del nivel de
virulencia de la cepa. La inyeccién intraperitoneal produce necrosis visceral especialmente en el
pancreas y en el higado, que puede provocar hasta la muerte del animal. Estos acontecimientc



también se han relacionado con la virulencia de los aislamientos o cepas del parasito (Kulda,

1990).
Otros investigadores han sugerido que para una mejor valoracion de los resultados de ensayos para medir virulenciz

in vivo y su posible relacién con la clinica, los mismos deben ser interpretados de forma paralelz
con otros resultados de ensayos in vitro realizados con igual finalidad y no conformarse solamente
con los hallazgos en el animal de experimentacion, pues no siempre los resultados experimentale
revelan correlacion entre la posible virulencia y la presentacion clinica de la trichomonosis
vaginal (Krieger et al, 1990).

Entre los factores que intervienen en la patogenia se han descrito dos tipos de mecanismos: mecanismos contac
dependientes y mecanismos contacto independientes.

La adherencia de T. vaginalis a las células epiteliales esta considerada como uno de los mecanismc
contacto-dependientes. Alderete et al., en 1992, hicieron referencia a la existencia de 4 proteina:
de superficie denominadas adhesinas, con masas moleculares de 65, 51, 33y 23 Kda que medis
la interaccion de T. vaginalis con las células epiteliales. Ellos demostraron que los anticuerpos
antiadhesinas inhiben la unién de los parasitos vivos a las células epiteliales protegiéndolas de I
citotoxicidad contacto dependiente. Estos mismos autores han hecho referencia a la existencia dt
cepas virulentas con notables diferencias en su adhesion a las células (Alderete et al, 1992). L
actividad hemolitica (Krieger et al, 1983), y la citotoxicidad en cultivos in vitro (Brasseur y

Savel, 1982 ; Garber y Bowie, 1990; Alderete et al, 1995) también se incluyen dentro de este tipo

de mecanismo que influye en la patogénesis.
En relacién a los mecanismos contacto independiente se citan, la excresion de factores solubles como la

proteinasas extracelulares (Arroyo y Alderete, 1989; Garber y Lemchuk-Favel, 1994; Mendoza et al, 2000) y el
factor de desprendimiento celular que provocan efectos liticos en cultivos celulares (Garber et al,
1989). La interaccion de T. vaginalis con los miembros de la flora vaginal (Petrin et al, 1998) asi
como los mecanismos propios del parasito para evadir la respuesta inmune del hospeder
(Alderete et al, 1992; Provenzano y Alderete, 1995) también han sido mencionados como
importantes factores relacionados con la patogenicidad. Todos estos aspectos han contribuido
gue la relacion huésped parasito en el curso de la trichomonosis se considere muy compleja y que
el amplio rango de sintomas clinicos que pueden tener lugar durante el proceso de infeccidon nc
debe ser atribuido a un solo mecanismo de patogenicidad.

Recientemente, se han empleado técnicas moleculares como la del ADN polimérfico amplificado
al azar (RAPD) en investigaciones epidemiologicas y en estudios para conocer el polimorfismo
genético y su relacion con diferentes fenotipos clinicos en aislamientos de T. vaginalis (Vanacova
et al, 1997; Snipes et al, 2000; Hampl et al, 2001). La técnica de RAPD representa un nuevo
ensayo para el estudio del polimorfismo genético del ADN. Este consiste en la amplificacion de
segmentos de ADN gendmico mediante la tecnologia de la Reaccion en Cadena de la Polimeras:
(PCR), utilizando como cebadores oligonucledtidos cortos disefiados al azar (Williams et al,
1990). El RAPD requiere de cantidades muy pequefias de ADNy no es necesario el clonaje, le
secuenciacion o la hibridizacion, lo que constituye una ventaja sobre otras técnicas moleculares
usadas en la caracterizacion genémica (Papp et al, 1997; Singh, 1997). El polimorfismo es
detectado a partir de patrones de ADN amplificados que no son mas que marcadores andnimos
La capacidad de detectar regiones altamente variables en el ADN a partir de un método rapido
tiene una gran importancia en investigaciones biomédicas, en la caracterizacion de aislamientos
parasitarios, identificacion de cepas, en estudios epidemiolégicos y taxonémicos, asi como en el
analisis de rasgos simples y complejos del fenotipo como es el fendmeno de la resistencia ¢
drogas (Ellsworth et al, 1993; Carlton et al, 1995; Howard et al, 1996).

La variabilidad genética y las manifestaciones clinicas en enfermos portadores de une



trichomonosis han sido motivos de estudios por algunos investigadores. Vanacova et al.
(Vanacova et al, 1997) no encontraron correlacion entre el polimorfismo genético y la severidad
de la trichomonosis vaginal. Snipes et al., (Snipes et al, 2000) encontraron correlacion entre las
agrupaciones genéticas y el origen geogréfico de los aislamientos y también con la resistencia al
metronidazol. Mas recientemente Hampl et al., (Hampl et al, 2001) demostraron correlacion entre
el origen geogréfico de los aislamientos, la intensidad de las manifestaciones clinicas de los
pacientes portadores de la parasitosis y la resistencia al tratamiento con metronidazol .

De acuerdo con los estudios anteriores, podemos decir que los aspectos relacionados con |
patogenicidad y virulencia han sido motivos de discusion y contradiccion entre algunos
investigadores y aun no existen suficientes estudios concluyentes. Se ha considerado que sél
cuando los mecanismos de patogenicidad y los factores de virulencia estén bien definidos st
podran establecer nuevas estrategias para el control de la enfermedad.

En aras de contribuir al esclarecimiento de estas interrogantes, decidimos realizar la present
investigacion, en la cual profundizamos en la relacion huésped parasito, realizando el mayoil
énfasis sobre el parasito, y asi tratar de obtener mas informacion relacionada con los posibles
factores asociados a la virulencia y a los mecanismos de patogenicidad de T. vaginalis.

Se seleccion6 como material para el estudio los aislamientos provenientes de un grupc
poblacional muy activo sexualmente como son las adolescentes (Menéndez del Dago, 1996), er
cuyo grupo, con anterioridad, habiamos demostrado una elevada incidencia de la infeccion con T.
vaginalis.

Para llevar a cabo este trabajo, nos propusimos la siguiente hipétesis.



1.2 Hipétesis

En modelos experimentales, el comportamiento de aislamientos de T. vaginalis puede ser
asociado a la virulencia y a la patogenicidad y esta estrechamente relacionado con la presentacio
de las formas clinicas de la enfermedad en el hospedero humano.

1.3 Objetivos
1.3.1 Objetivo general:

Profundizar en los conocimientos acerca de la trichomonosis vaginal, haciendo especial énfasis er
aspectos relacionados con la patogenicidad y la virulencia .

1.3.2 Objetivos especificos:

1. Determinar la frecuencia de la trichomonosis vaginal en un grupo de adolescentes objeto de
estudio .

2. Evaluar el comportamiento in vivo de aislamientos del parasito mediante inoculacié
intraperitoneal en ratones NMRI.

3. Cuantificar los niveles de adherencia a células HeLa que manifiesten los aislamientos.

4. Conocer la respuesta de los aislamientos del parasito frente al metronidazol mediante pruebas de susceptibilida
in vitro.

5. Determinar el polimorfismo genético entre aislamientos de Trichomonas vaginalis mediante el RAPD.

6. Identificar la posible correlacion de los resultados de la caracterizaciébn biolégica del pardsito con las
manifestaciones clinicas presentadas por las pacientes de las cuales proceden los aislamientos.

1.4 Novedad Cientifica

La novedad cientifica de nuestro trabajo consiste en:

Demostrar la importancia de la trichomonosis como infecciéon de transmision sexual en nuestro medio en una
poblacién de jévenes adolescentes que acuden a una consulta de interrupcién de embarazo y de enfermedades
transmision sexual.

Abordar por primera vez en nuestro pais aspectos relacionados con los factores de virulencia, susceptibilidad a

metronidazol de T. vaginalis y su posible relacion con las manifestaciones clinicas en las paciente
estudiadas.

Demostrar que T. vaginalis puede incorporar 5-bromo-2"-desoxiuridina en su ADN, lo que permitié
la utilizacion por primera vez de un método no radioactivo para medir citoadherencia del
parasito.

Encontrar un posible marcador genético de patogenicidad en los aislamientos de T. vaginalis cuyo reporte s



hace por primera vez en la literatura internacional.
1.5 Valor practico.

Con la introduccién del conocimiento de que T. vaginalis es capaz de incorporar 5-bromo-2’-
desoxiuridina en su ADN, se cuenta con un nuevo procedimiento para medir adherencia celular,
evitando de esta forma la utilizacién de isétopos radioactivos con igual finalidad, los cuales

pueden implicar dafos para la salud humana y al medio ambiente.
Por otro lado el personal de nuestro laboratorio ha adquirido una valiosa experiencia en la caracterizacién bioldgica

de aislamientos de T. vaginalis, los cual nos permitird asumir nuevos retos cientificos en el campo de
estudios basicos de patogenia, incluyendo aquellos a nivel molecular.

El conocimiento de la existencia de aislamientos de T. vaginalis resistentes al metronidazol es util pare
lograr que los médicos que atienden a estas pacientes apliquen el tratamiento adecuado para ca
caso.

1.6 Eventos cientificos donde han sido expuestos los resultados del presente trabajo.

> XIII Congreso Latinoamericano de Parasitologia. Ciudad de La Habana, 1997.

> Reunién de Resultados Relevantes. Consejo Cientifico IPK. 2002.

> Forum de Ciencia y Técnica Municipal y Provincial, Ciudad de La Habana, 2001

> VI Jornada Medicas Luso-Cubanas de enfermedades infecciosas en medio familiar, Ciudad de La Habana, Junic
2001.

> Sixth International Meeting on Molecular Epidemiology and Evolutionary Genetics of
Infectious Diseases, Paris, Francia, Julio 2002.

> Primera Reunién del Cuerpo Académico de Parasitologia y Sanidad Acuicola. Universidad
Autonoma de Nuevo Leon. Facultad de Ciencias Bioldgicas. Monterrey. Mexico. Febrero del
2004.
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55(3) 179-84.

Rojas Rivero L, Sariego |, Sarria C, Fraga J. Comportamiento “in vivo” de aislamientos de
Trichomonas vaginalis, utilizando ratones NMRI como modelo experimental. Revista Chilena de
Infectologia 2004; 21(3):179-85.

Rojas Rivero L., Sariego |, Fraga J, Sarria C, Sarracent J, Sdnchez L. Use of in vitro cytoadherence
assays in the comparative study of the virulence of isolates of Trichomonas vaginalis. Journal of
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2. REVISION BIBLIOGRAFICA.
2.1 T. vaginalis. Ubicacién taxondmica (Beaver et al, 1994)

Reino: Protistas (Haeckel, 1866)
Sub Reino: Protozoa (Goldfass, 1817)

Phylum: Sarcomastigophora (Deising, 1866)
Sub Phylum: Mastigophora (Deising, 1866)

Clase: Zoomastigophorea (Calkins, 1909)
Orden: Trichomonadida (Beaver, 1986)

Familia: Trichomonadidae

Género: Trichomonas (Donne, 1836)

Especie: Trichomonas vaginalis (Donne, 1836)

2.2 Aspectos morfoldgicos generales

Dentro del género Trichomonas spp., la especie vaginalis ha sido la mas ampliamente estudiada
Este patdgeno urogenital varia en talla y en forma, mide como promedio 10 micras de largo por 7
de ancho. Su apariencia varia de acuerdo a las condiciones fisico quimicas del medio donde s
encuentre. En cultivos axénicos adopta una forma ovalada, y tiende a ser mas uniforme que
cuando se adhiere a las células epiteliales vaginales, donde adquiere una forma ameboide (Arroy
et al, 1993).

T. vaginalis es un protozoo que posee 5 flagelos; cuatro de ellos localizados en su porcion
anterior y un quinto que recorre todo el borde externo de una expansion protoplasmatica llamade
membrana ondulante que ocupa los dos tercios anteriores del parasito. La principal funcién de
estos flagelos es el desplazamiento del parasito con movimientos de rotacion y traslacion. En
condiciones medio ambientales desfavorables el parasito puede internalizar los flagelos adoptandc
una forma semirredondeada a la cual algunos han denominado seudoquistes (Honigber
Brugerolle, 1990).

El citoesqueleto esta compuesto por tubulinas y fibras de actina. Posee un nucleo redondeado u ovalado, localizado e
la porcién anterior del trofozoito, con cromatina granular uniformemente distribuida y cariosoma subcentral. A partir
del ndcleo sale una estructura de aspecto hialino denominada axostilo que se extiende en forma longitudinal por todc
el parasito. El citoplasma incluye granulos que tienen importantes funciones metabdlicas como son las vacuolas
digestivas y los hidrogenosomas (analogos de las mitocondrias), denominados asi por su relacién con la produccior
de hidrogeno molecular (Muller, 1987).

2.3 Ciclo biolégico

T. vaginalis s6lo existe en forma de trofozoito. Se localiza en la vagina, glandulas prostaticas,
vesicula seminal y uretra; en condiciones Optimas se multiplica de forma asexual por fision
binaria longitudinal dando lugar a dos nuevos trofozoitos. La forma mas comun de transmision es
de persona a persona, a través del contacto sexual.

2.4 Manifestaciones clinicas

Segun datos experimentales, el periodo de incubacién de la trichomonosis es de 4 a 28 dic
(Beaver et al, 1994). La presencia de sintomas es mas frecuente en el sexo femenino; en



hombre generalmente provoca escasa o nula sintomatologia (Dragsted et al, 2001). Las variada
formas clinicas de la enfermedad dependen probablemente del nimero y virulencia del parasito

de la resistencia del huésped y del valor de pH en la vagina.

La importancia de conocer el grupo de individuos asintomaticos radica en que ellos se comportan como portadores
“sanos”, y pueden transmitir el parasito a otros individuos. En un estudio realizado en el laboratorio de parasitologia
del Instituto de Medicina Tropical "Pedro Kouri" (IPK), donde se incluyeron un total de 475 mujeres supuestamente

sanas y sin antecedentes de enfermedad ginecoldgica, cuyas edades oscilaron entre 15 y mas de 50 afios,
frecuencia de positividad fue de un 8,2% (Rojas et al, 1999).

La vulvovaginitis de evolucion aguda o cronica es una de las manifestaciones clinicas mas
frecuentes. T. vaginalis es causa de un 20 a un 25% de las vulvovaginitis que se presentan en |
practica médica. Otros sintomas y signos comunes son la leucorrea, vulvitis, prurito vulvar y

disuria. El cuadro clinico clasico descrito en la trichomonosis con presencia de leucorrea de tipo
purulento y espumosa, e irritacién vaginal, estd presente solo en algunas mujeres, y ha sid
cuestionado en su sensibilidad y especificidad. Sin embargo, por examen fisico, se encuentr:
leucorrea en aproximadamente 80% de las mujeres infectadas. La leucorrea puede ser variable €
cantidad, de color blanco, amarillo o verde, espumosa, inodora o de olor fuerte. Otros sintomas
son el prurito vulvar, el ardor y la irritacién genital dolorosa, que puede llegar a provocar intensa

dispareunia. Cerca de un 20% de las mujeres con T. vaginalis tienen disuria y este puede ser e
sintoma de presentacién de la infeccion. T. vaginalis puede aparecer asociada a una endometriti

postparto, siendo dos veces mas frecuente que en mujeres libres de la infeccion (Atias, 1994).
Al examen ginecolégico, la presencia del cuello uterino puede estar alterado con aspecto edematoso, eritematoso !
friable, con areas puntiformes de color rojo intenso, lo cual ha sido considerado como el signo clinico mas especifico

para el diagnostico de la trichomonosis vaginal (Krieger et al, 1990). El exudado inflamatorio puede cubrir

la mucosa vaginal y la vulvitis estar marcada por la presencia de eritema, dolor y edema. Las
erosiones cervicales se han interpretado como un indice de predisposicién al carcinoma de cuellc
(Beaver et al, 1994). En un estudio realizado en los laboratorios de Parasitologia del IPK, donde
se incluyeron 204 pacientes portadoras de patologia del cuello uterino, se encontrdé una frecuenci
de trichomonosis vaginal de un 13,2% (Rojas et al, 1998). Se ha sugerido que este protozoc
pudiera ser el responsable de la induccién de cambios en la mucosa cervical humana, que va

desde la displasia hasta el carcinoma in situ (Bechtold y Reicher, 1991).
Actualmente, han cobrado gran interés los estudios relacionados con la asociacion entre trichomonosis y alteracione
patoldgicas relacionadas con la presencia de PVH, agente etiologico de los condilomas acuminados de los genitale

externos, region perianal y de los condilomas planos del cervix (Jaminson et al, 1995)
En general las manifestaciones clinicas de la trichomonosis son inespecificas y cualquier causa de cervicitis

vulvovaginitis como las provocadas por Neisseria gonorrhoeae, Candida albicans, Chlamydia
trachomatis y Gardnerella vaginalis pueden ser semejantes a las provocadas por
T.vaginalis (Atias, 1994).

Respecto al uso de métodos contraceptivos, algunos autores han reportado una tasa aumentada de trichomonosis
pacientes portadoras de dispositivos intra uterinos comparadas con las que hacen uso de contraceptivos orales (Atia

1994).
Se ha planteado que las glandulas de Bartolini son ocasionalmente focos de infeccion. Entre la
complicaciones asociadas con la trichomonosis se incluyen las adenitis, piosalpingitis,

endometritis y erosion cervical.
Las formas de presentacion de la trichomonosis en el hombre pueden ser divididas en tres grupos: estado de portad
asintomatico, la trichomonosis aguda, caracterizada por una profusa uretritis purulenta y la enfermedad sintoméatica

que clinicamente es indistinguible de otras causas de uretritis no gonococcica (Hobbs et al, 1999).
Krieger en 1995, planteé que en el hombre, la causa del 11% de todos los casos de uretritis no gonococcica €

provocada por T. vaginalis (Krieger, 1995). Las complicaciones incluyen prostatitis, balanoprostitis,
epididimitis e infertilidad (Krieger, 1984; Joyner et al, 2000).



2.5 T. vaginalis como causa de infertilidad

La participacion de T. vaginalis como causa de infertilidad ha sido planteada por algunos
investigadores. Desde 1960, Hynie et al., propusieron que las secreciones toxicas del parasit
contribuyen a la esterilidad (Hynie et al, 1960). Mas recientemente Jareki-Black et al.,
desarrollaron un modelo "in vitro" para estudiar la viabilidad y motilidad de los espermatozoides

humanos en cultivo, identificando que proteasas secretadas por el parasito son capaces
inmovilizar y/o matar a los espermatozoides (Jarecki-Black et al, 1998; Daly et al, 1999). Segun

resultados obtenidos, en poblacidon que acude a la consulta de infertilidad del Instituto de
Endocrinologia de Ciudad de La Habana, se ha planteado que la presencia de la infertilidac
provocada por ITS oscila entre 12 y 14 % del total de parejas atendidas en esa consulta (Padréon ¢

al., comunicacion personal).
Resultados de un estudio reciente realizado por nuestro grupo de trabajo en esa institucién, donde fueron incluida

172 parejas que acudian por primera vez a la consulta de infertilidad, se encontré6 un 10,5% de positividad a T
vaginalis. Resulto ser altamente significativo, el hecho de que dentro de las parejas infértiles
habian personas que tenian antecedentes de haber padecido de trichomonosis vaginal y otras I
(Rojas et al, 2002).

2.6 Relacién trichomonosis vaginal y el VIH

Se ha planteado que en los individuos infectados por T. vaginalis puede aumentar I
predisposicion a contraer el VIH (Cameron y Padian, 1990; Laga et al, 1993 y 1994; Susan et
al, 2000; Prashini et al, 2002).

Laga et al., en 1994, informaron que la seroconversion a VIH positivo en mujeres prostitutas
estuvo significativamente asociada con la presencia de otras ITS dentro de las que se citdo a |
trichomonosis vaginal (Laga et al, 1994).

En un estudio anterior se habia demostrado que la infeccion por T. vaginalis provoca una agresiva respuest
inmune celular local con inflamacion del epitelio vaginal y del exocervix en las mujeres y de la

uretra en el hombre. Esta respuesta inflamatoria induce una gran infiltracion de leucocitos,
incluyendo linfocitos CD4 y macrofagos los cuales son blancos del virus de la inmunodeficiencia

adquirida (Laga et al, 1991).

En personas seronegativas al VIH, la infiltracion leucocitaria y las lesiones genitales inducidas por T. vaginalis,

pueden aumentar las posibles vias de entrada del virus por un incremento de células blanco y u
acceso mas directo a través de la sangre en las lesiones hemorragicas. Similarmente en person
infectadas por el VIH, las hemorragias y la inflamacion pueden incrementar el nimero de
linfocitos y macrofagos infectados con el virus presentes en las areas de contacto genital. Le
resultante es que ambos mecanismos aumentan las probabilidades de exposicion al virus. -
vaginalis tiene la capacidad de degradar inhibidores de proteasas secretados por los leucocito:
por lo que se considera que este evento también puede facilitar la transmision del VIH (Magnus et

al, 2003).
En estudios recientes realizados en 64 mujeres portadoras del VIH, atendidas en la consulta de Dermatologia de

Instituto de Medicina Tropical "Pedro Kouri", se encontr6 que el 15,6% de las pacientes fueron positivas a T.
vaginalis (Rojas et al, 2000).

Mas recientemente Magnus et al., informaron que la trichomonosis vaginal constituye la ITS mas
comunmente encontrada en mujeres VIH positivas. En un total de 1578 mujeres en su grar
mayoria por debajo de los 35 afos, heterosexualesy de la raza negra, el 30,2% resultaron s
portadoras de T. vaginalis. No informaron asociacion entre la presencia de T. vaginalis con el



hecho de que las pacientes VIH positivas estuvieran o no recibiendo tratamiento con inhibidores
de proteasas (Magnus et al, 2003).

2.7 Diagnostico

Las manifestaciones clinicas no brindan elementos suficientes
para efectuar un diagnostico exacto o de certeza de la
trichomonosis vaginal. La existencia de portadores asintomaticos
hace que necesariamente el diagnéstico esté basado en algun
método que demuestre la presencia del parasito. La sensibilidad
de las diferentes técnicas guarda estrecha relacion con el nimero
de parasitos y con el método empleado. Los métodos directos
consisten en la demostracion por microscopia Optica de parasitos
moviles, principalmente en secrecidn vaginal y son: el examen
directo simple del exudado vaginal y el cultivo in vitro.

En la mujer, la muestra se obtiene después de la insercién de un
espéculo no lubricado en la vagina y por medio de un hisopo
estéril que se aplica en los fondos de saco. Posteriormente la
muestra es rotada en una pequefia gota de solucion salina sobre
un portaobjetos y examinada inmediatamente al microscopio.
Utilizando una pipeta, también se puede practicar la irrigacion
vaginal con 10 mL de cloruro de sodio al 0.9% estéril; luego de
producir un lavado vaginal esa solucion es aspirada para ser
cultivada o examinada al microscopio. En el hombre, tanto el
diagndstico clinico como de laboratorio es dificultoso y el
parasito se debe buscar en muestras de orina y de secrecion

prostatica obtenida por masaje de la glandula (Atias, 1994).
El método de examen directo simple del exudado vaginal, permanece ain como el mas ampliamente usado para e
diagndstico de la trichomonosis, por ser un procedimiento Gtil, sencillo, rapido y de bajo costo, aunque poco sensible.

Bajo las mejores circunstancias alcanza una sensibilidad de solo un 38-80% (Martin et al, 1967; Mc Cann,
1974; Borchardt y Smith, 1991). La posibilidad del examen directo para

detectar el parasito esta directamente relacionada con el nimero

de Trichomonas; se requieren aproximadamente mil parasitos por

mL de secrecidn para un examen directo positivo. La aplicacion de

ducha vaginal poco tiempo previo a la toma de la muestra, puede

provocar una reduccion importante de la sensibilidad del

diagndstico.

El examen directo de la orina es util especialmente en pacientes del sexo masculino. Consiste en la observaci6

directa de la orina o del sedimento urinario obtenido por centrifugacién a baja velocidad de la muestra .
La técnica de coloracién de Papanicolaou se ha usado como medio de pesquisa de bajo costo y efectiva para detect

mujeres con T. vaginalis .

El método de cultivo in vitro, (considerado como la "regla de oro"), es el
proceder diagnostico mas sensible para la deteccion de la
trichomonosis vaginal. Este método debe ser incluido en la
evaluacion cuando el examen directo simple fracasa, para
identificar T. vaginalis. Tiene una sensibilidad de un 97% vy
requiere tan solo de 300 a 500 parésitos por mL de in6culo para



iniciar el crecimiento (Garber et al, 1987) . Sin embargo, esta
técnica es costosa y no esta disponible en todas partes, ademas
requiere de 2-7 dias para identificar el parasito en cultivo,

periodo durante el cual las personas infectadas pueden continuar
transmitiendo la infeccién (Moldwin, 1992). Ofrece la ventaja de
poder diagnosticar situaciones clinicas en las cuales puede haber

un bajo namero de trichomonas, o en estudios de hombres y mujeres

asintomaticos.
Para mejorar el diagnéstico por el método de cultivo, se desarrolld el sistema "InPouch”, que consiste en una bolsa
flexible de dos cdmaras separadas por un canal estrecho, que contiene medio liquido de cultivo y es utilizado para e

examen inmediato de la muestra, ademas del cultivo del parasito (Draper et al, 1993). En 1996,
Levi et al., demostraron que para la deteccion de T. vaginalis el

sistema In Pouch es menos sensible que el método de cultivo en

medio de Diamond (Levi et al, 1996). Otros autores han demostrado

lo contrario (Borchardt et al, 1996). A pesar de todo, el método

de cultivo in vitro en medio de Diamond continua considerandose

como el procedimiento de eleccion para el diagnostico de la

trichomonosis vaginal.

Como consecuencia de la lentitud para obtener un resultado por los métodos de cultivo in vitro, fueron
introducidas las tinciones del parasito, mejorando de esta forma

la sensibilidad de la microscopia directa. Las tinciones mas

comunmente utilizadas son la naranja de acridina, la de Leishman,

la coloracion de Schiff, y la de Papanicolaou. Esta ultima se

emplea ademés para la deteccion de anomalias citolégicas

particularmente en mujeres mayores de 35 afios y en poblaciones

con una alta prevalencia de ITS. Las técnicas de tincién tienen

sus limitaciones, pues no siempre el parasito se presenta en su

forma tipica de pera, otras veces aparecen redondeados, similares

a leucocitos polimorfonucleares y ademas en algunas ocasiones,

durante el proceso de tincién, se pierden las caracteristicas

morfologicas tipicas del parasito, haciendo mas dificil su

identificacion.

Métodos indirectos.

Existen varias técnicas para estudiar la respuesta inmune a este parasito. Con métodos indirectos de diagnéstico se |
demostrado la reactividad a antigenos de T. vaginalis por hemaglutinacién, fijacion

de complemento, inmunofluorescencia indirecta, y por la prueba de

transformacion de linfocitos T periféricos (Petrin et al, 1998).
La funcidn de los anticuerpos producidos durante la respuesta inmune en individuos infectados y la identificacion de
los antigenos contra los cuales estan dirigidos, son aspectos que actualmente continuan en estudio. Existen en el sue

de personas infectadas anticuerpos anti-T. vaginalis de tipo IgA, IgM e IgG y de
estos tres tipos de inmunoglobulinas, es evidente que la

respuesta de tipo IgG es predominante en las infecciones

cronicas. (Petrin et al, 1998).

La deteccion directa de T. vaginalis en muestras clinicas usando anticuerpos
monoclonales, constituye un método rapido para el diagnéstico. Se

han obtenido anticuerpos monoclonales contra proteinas de 62 y 65

Kda y su empleo arrojé resultados muy similares a los obtenidos



por los métodos de examen directo. El empleo de la deteccion de
otros antigenos, tales como el factor de despegamiento celular de
200 Kda y la cisteino proteinasa de 60 Kda pueden constituir una
alternativa para el diagnostico (Garber y Lemchuk-Favel, 1989).

Con la finalidad de elevar la sensibilidad y la especificidad en el diagnéstico de la trichomonosis vaginal, también se
han empleado las técnicas de ADN recombinante (Black y Stephen, 2000). En un estudio realizado por Briselden vy
Hillier, el sistema Affirm VP (MicroProbe Corp, Bothwell, Wash) que emplea oligonucledtidos sintéticos para la

deteccion por hibridizacion de Gardnerella vaginalis y Trichomonas vaginalis en

muestras de exudado vaginal, result6é ser superior al método de

frotis directo simple, pero no a las técnicas de cultivo in

vitro (Briselden y Hillier, 1994).

La técnica de hibridizacion dot-blot, la cual emplea un fragmento de ADN de 2,3 Kb de T. vaginalis,
como sonda, puede detectar el ADN del parasito en exudado

vaginal. Sin embargo, debido a la inestabilidad de la sonday al

cuidado especial que se necesita en el manejo del material

radioactivo, la utilizacion de esta técnica tiene desventajas

significativas (Rubino et al, 1991).

2.8 Epidemiologia.

T. vaginalis, tiene una distribucién cosmopolita. La infeccion

tiene una incidencia de méas de 170 millones de casos anualmente a
nivel mundial (WHO, 1997). La tasa de incidencia depende
fundamentalmente de algunos factores como la edad, la intensidad
de la actividad sexual, nimero de parejas sexuales, fase del
ciclo menstrual y tipo de examen de laboratorio realizado para el
diagndstico. El principal mecanismo de transmisiéon de la
infeccion es el contacto sexual. En forma ocasional puede ser
contraida a través de bafios de inmersién en piscinas, y por uso
compartido de ropa interior y toallas. Esta forma de transmision
extravénerea tiene lugar fundamentalmente en niflasy en mujeres
virgenes. Los recién nacidos hijos de madres infectadas pueden
adquirir el parasito a través de su paso por el canal de parto.

Del 2-17% de las infecciones en el neonato han tenido lugar por
este mecanismo (Petrin et al, 1998).

En los Estados Unidos, la tasa de infeccién por T. vaginalis es mayor en mujeres de la
raza negra que en las blancas, lo que parece estar asociado a
factores socioecondmicos y al nivel de educacion (Petrin et al,

1998).

El trofozoito es muy labil y se destruye con facilidad en el medio ambiente, especialmente en ausencia de humedad y
pH adecuados, sucumbe a temperaturas mayores de 40° C o a la exposicién directa de la luz solar. Sin embarg
pueden sobrevivir en toallas hiimedas por varias horas, lograndose obtener cultivos positivos en muestras tomadas d
ropas himedas hasta 24 horas después de la inoculacién, lo que indica la posiblidad de transmisién por es
mecanismo. En la orina es capaz de sobrevivir por méas de 24 horas.

La temperatura 6ptima de desarrollo en cultivos es de 37° C, reproduciéndose cada 5 a 9

horas. La acidez normal de la vagina (pH 4 - 4.5) generalmente

desfavorece la infeccién. Una vez establecida la infeccion el



mismo parasito provoca una tendencia a la alcalinidad, con lo

cual favorece su crecimiento.

El hallazgo de este protozoo en las adolescentes estd en estrecha relacion con la presencia
factores de riesgo tales como, el inicio precoz de las relaciones sexuales y la falta de educaciéon e
cuanto al uso del condén como método no solo anticonceptivo sino también preventivo de las
ITS. En relacion a estas causas, Jaminson et al., reportaron que un 39% de las adolescent
estudiadas habian comenzado su actividad sexual antes de los 15 afios (Jaminson et al, 199!
Otro factor condicionante de no menos importancia, lo es sin dudas, las mudultiples parejas
sexuales.

2.9 Tratamiento

No fue hasta el afio 1959 cuando se encontrd que un nitroimidazol derivado del
Streptomyces, tenia alta efectividad en el tratamiento sistémico de la trichomonosis. Se trataba de
(,(-hydroxietil-2-metil-5-nitroimidazol, comunmente denominado metronidazol o flagyl. Con
anterioridad a esta fecha, solamente se disponian de preparaciones tdpicas vaginales q
atenuaban los sintomas de la enfermedad, pero no se lograba su absoluta curacion, pues e

tratamiento local no era capaz de penetrar el epitelio vaginal ni uretral (Lossick y Kent, 1991).

El metronidazol penetra a las células por el mecanismo de difusion simple y es activado en los hidrogenosoma:
(Muller, 1986), donde el grupo nitro de la droga es reducido anaerébicamente por la enzima piruvato ferridoxina-
oxidoreductasa, resultando en radicales intermediarios citotdxicos. Estos radicales se fijan a las cadenas de ADN de
parasito provocando su ruptura y por consecuencia la muerte del parasito. La respuesta es rapida cesando la motilide
y la division celular una hora después de la administracion de la droga. La muerte del parasito ocurre a las 8 horas d
aplicado el medicamento como ha quedado demostrado en cultivos celulares (Tocher y Edwards, 1994; Martinez y

Caume, 2001; Crossnoe et al, 2002).
El parasito puede desarrollar tanto resistencia anaerébica como aerébica (Cerkasovova ¢
al, 1986). Sin embargo, en la mayoria de los casos esta Ultima ha sido reportada en aislamiento

clinicos resistentes al metronidazol (Upcroft y Upcroft, 2001).
La resistencia aerdbica aparece con la disminucién de la habilidad de los parasitos para mantener la anaerobiosis €

su interior. Esto ocurre debido a un decrecimiento de la afinidad de su sistema respiratorio por el
O,, el cual es un potente aceptor de electrones de los radicales nitro y puede inhibir la accidn de le
droga e incluso interferir con la activacion del metronidazol (Cerkasovova et al, 1986; Quon et al.,

1992). Se ha demostrado que el factor responsable de la resistencia aerobica de Trichomonas
metronidazol se encuentra en la oxidasa hidrogenosomal terminal, cuya K \, para la respiracion es
alrededor de 4 veces mayor que en el caso de trichomonas sensibles (Lloy et al, 1988). Le
resistencia anaerobica de los aislamientos de T. vaginalis al metronidazol se debe a que estc
microorganismos retienen la via hidrogenosomal responsable de la activacion de la droga (Kulda,
1999). Ademas decrece o0 desaparece la actividad de la enzima piruvato-ferredoxina
oxidoreductasa e hidrogenasa y por tanto, no hay muerte celular (Kulda et al, 1993).

El tratamiento basico de la trichomonosis es a razén de 250 mg de metronidazol por via oral, 3
veces al dia, durante 7 dias o en dosis Unica de 2 g. Cuando se administra simultAneamente

ambos integrantes de la pareja sexual, la efectividad del tratamiento es de un 95% (Hager et al

1980).
Se ha mencionado que el metronidazol puede atravesar la barrera placentaria y que pudiera provocar malformacione:

en el feto (Rosa et al, 1987) por lo cual esta contraindicado en el primer trimestre del embarazo. En
algunos modelos experimentales, el metronidazol es capaz de inducir la formacion de tumores
(Beard et al, 1979). Estas reacciones adversas, no han sido directamente asociadas con el uso ¢
metronidazol en el humano. Las mujeres embarazadas que presenten severa sintomatolog
deberan ser tratadas con 100 mg de clotrimazol por via intravaginal durante 14 dias de forme



ininterrumpida. A este procedimiento solo se le ha atribuido un 50% de curacion; si la
sintomatologia persiste, puede aplicarse tratamiento con metronidazol en dosis Unica de 2 g a
final del segundo o en el tercer trimestre del embarazo. El tratamiento en mujeres que estar
lactando también debera ser en dosis Unica de 2g de metronidazol e interrumpir la lactancic
durante 24 horas. El tratamiento del neonato solo se realizard después de la octava semana ¢

nacido.
Los fallos en el tratamiento casi siempre han sido relacionados con tratamientos incompletos e inadecuado

(Grossman y Galask, 1990), con pobre absorcion de la droga (Kane et al, 1961), inactivacién del
medicamento por la flora vaginal (Benazet y Gillaume, 1971) y con las reinfecciones (Korner y
Jensen, 1976). La existencia de aislamientos de T. vaginalis resistentes a los nitroimidazolicos fue
confirmada a partir de los estudios de susceptibilidad in vitro y desde entonces se han reportadc
aislamientos resistentes a la droga en Estados Unidos y en varios paises europeos Yy africanos (Ve
der Weiden y Van der Meijden, 1990; Meri et al, 2000; Schmid et al, 2001; Lo et al, 2002; Dunne
et al, 2003).

Para confirmar la presencia de resistencia clinica, deberan realizarse ensayos de susceptibilidad in Vitro
Desafortunadamente, la concentracion letal minima en los ensayos de susceptibilidad in vitro no
se corresponden con la necesaria concentracion de droga en el suero para obtener una definitiv
curacion, pero puede ofrecer un estimado de la dosis necesaria para estos fines (Lossick et a

1986).

Los casos de trichomonosis refractaria, que después de un segundo ciclo de tratamiento no logran la curacion, debe
ser tratados con altas dosis de metronidazol; y debe combinarse al mismo tiempo la via oral, vaginal e intravenose
(Narcisi y Secor, 1996).

Entre otras drogas y formas de tratamiento que se utilizan contra la trichomonosis podemos mencionar las
siguientes: tinidazol 2g en dosis Unica, nimorazol 2 g en dosis Unica y clotrimazol 100 mg intravaginal durante 7 dias.



2.10 Patogenia

El mecanismo exacto de patogenia se desconoce. Las investigaciones actuales estan dirigidas a I¢
eventos iniciales que se requieren para el establecimiento de la infeccion.

Entre los factores que intervienen en la patogenia se han descrito dos tipos de mecanismo
mecanismos contacto dependientes y mecanismos contacto independientes. En relacién con lo
primeros se ha sefialado la adherencia de T. vaginalis a las células epiteliales. Alderete et al., el
1992 describieron cuatro proteinas de superficie denominadas adhesinas con masas moleculare
de 65, 51, 33y 23 Kda que median la interaccion del parasito con las células epiteliales y las
protegen de la citotoxicidad contacto-dependiente (Alderete et al, 1992). Las adhesinas st
expresan de forma alterna con una glicoproteina altamente inmunogénica que se conoce com
P270 (Arroyo y Alderete, 1989). El proceso de adhesion requiere ademas de la presencia d
cisteino proteinasas del parasito. Se han identificado al menos 11 proteinasas en la superficie de
parasito que participan en los procesos de adhesién por mecanismos aun no esclarecidos (Arroy:

y Alderete, 1989).
La laminina es una glicoproteina especializada de las células vaginales localizadas en la membrana basal del epitelic
gue promueve la adhesién, diferenciacion y se ha comprobado que tiene propiedades quimiotacticas. Se h

demostrado a T. vaginalis adheridas a plasticos cubiertos con laminina (Costa e Silva Filho et al
1988) y endocitando particulas de poliestireno cubiertas con laminina (Benchimol et al, 1990).

T. vaginalis tiene receptores para otra glicoproteina que esté presente en las células de la vagin:
denominada fribronectina, la cual se expresa en la membrana basal y es secretada al suero.
vaginalis puede encontrarse unida a la fibronectina de las células del hospedero (Peterson
Alderete, 1982), pero no esta claro si la funcion del receptor de fibronectina esta relacionado con
la adquisicion de nutrientes, con la adhesion (Alderete et al, 1994) o con la combinacion de ambas
funciones (Gold y Ofek, 1992).

Los carbohidratos (D-lactosa y N-acetil-B-D-glucosamina) presentes en la superficie de T. vaginalis y el posible
papel de estas moléculas en el fendbmeno de adhesion fueron descritas por Wantor y Honigberg e
1983 (Wantor y Honigberg, 1983). La presencia de carbohidratos parece estar relacionada con |
virulencia (Kon et al, 1988) y se piensa que algunas de estas moléculas pudieran ests
involucradas en la lisis del eritrocito (De carli et al, 1994), en la fagocitosis de células blanco
(Benchimol y De Souza, 1995) y asociadas al fendmeno de susceptibilidad a drogas (Dias Filho et
al, 1992).

La actividad hemolitica, es otro de los mecanismos contacto dependiente que posee T. vaginalis (Dailey ef
al, 1990; Fiori et al, 1993). La mucosa vaginal constituye un pobre entorno nutricional para el
parasito. Los lipidos y el hierro son importantes nutrientes para T. vaginalis y pueden ser
adquiridos por la via de lisis de los eritrocitos (Levi et al, 1996). Aunque no esta bien definido el
por qué y como ocurre la hemolisis, se ha sugerido que la membrana del hematie, que es rica e
colesterol, puede servir de nutriente para el parasito y que para que tenga lugar la hemolisis s
requieren al menos cuatro pasos: adhesion del parasito a los hematies, liberacion de proteine
formadoras de poros (posiblemente cisteino-proteasas), separacion del parasito y lisis del hematie

La actividad hemolitica de T. vaginalis es importante para la nutricién del parasito, lo que explicaria
en parte el por qué durante la menstruacion se observa un aumento de la intensidad de Iz
manisfestaciones clinicas de la infeccion.

En relacion a los mecanismos contacto independientes, Garber et al., en 1989, describieron una sustanc
soluble denominada factor de despegamiento celular (CDF), que cuando se pone en contacto col
monocapas de células en cultivo in vitro provoca el desprendimiento de estas células de los



cultivos (Garber et al, 1989). Esta sustancia parece ser una glicoproteina y es inmunogeénica en €
hombre. Su papel patdgeno no se conoce, pero podria ser responsable de la produccion del eriten
visto en la mucosa vaginal durante la infeccion aguda. En otra comunicacion, Garbery Lemchuk-
Favel en 1990 hacen referencia a que los niveles de CDF se correlacionan de forma directament
proporcional con la severidad de los sintomas clinicos producidos en el curso de la trichomonosis,
por lo que se considera que puede ser un importante marcador de virulencia de esta parasitosic

(Garber y Lemchuk-Favel, 1990).

La concentracion de CDF puede variar por tres factores fundamentalmente: el tiempo en que se demoran en crece
los parasitos previo a la preparacion del filtrado, el tamafio inicial del in6culo y el pH del medio. ElI CDF purificado
es activo en un rango de pH entre 5,0-8,5 con una actividad optima a pH 6,5 e inactivo por debajo de 4,5. Est:
observacién es muy importante desde el punto de vista clinico pues como es conocido el pH normal de la vagina es d
4,5, pero durante la trichomonosis puede elevarse por encima de 5,0 lo cual sugiere que el CDF puede constituir ul

importante factor en la patogénesis de la enfermedad (Garber et al, 1989).
El factor de despegamiento celular disminuye su actividad con el beta estradiol. Los sintomas de la infeccién pueden
estar influenciados por la concentracion vaginal de estrégenos. Esto puede explicar el empeoramiento de los sintoma

durante la menstruacion, cuando los niveles de estrégenos son mas bajos (Garber et al, 1991).
2.11 Evasion de la respuesta inmune

En condiciones medio ambientales hostiles, T. vaginalis puede sobrevivir gracias a la habilidad de
poder evadir la respuesta inmune del hospedero, lo cual se considera como un importante aspec
relacionado con la patogénesis. Es conocido que el parasito puede activar la via alternativa de
complemento (Gillin y Sher, 1991). El moco cervical es deficiente en complemento a diferencia
de la sangre menstrual que representa la Unica fuente disponible del complento en la vagina.
Como mecanismo de evasion de la respuesta inmune, T. vaginalis puede desplegar una variacic
fenotipica. En relacion con este planteamiento se ha encontrado que dos clases de marcadores
expresan de forma alternativa en la superficie del parasito. Ellos son: La proteina altamente
inmunogénica P270 y las adhesinas Ap23, Ap33, Ap65 y Ap51 (Alderete et al, 1992). Mientras
todos los aislamientos sintetizan P270, solo algunos organismos pueden sufrir variacion fenotipica
entre la expresion de la glicoproteina P270 de la superficie de las células y la citoplasmatica. Asi,
los fenotipos se describen como A+ B- (P270 positivo) y A-B+(P270 negativo) (Alderete, 1988).
A los organismos de fenotipo positivo les faltan las adhesinas y no pueden citoadherirse c
parasitar células del hospedero, solo los organismos del fenotipo negativo tienen la habilidad de
citoadherencia. Se ha planteado que después de un tiempo prolongado en cultivo in vitro, los
parasitos cambian la citoadherencia hacia el fenotipo positivo (Alderete, 1988).

En ensayos in vitro se ha demostrado que algunos organismos que llevan el antigeno P270 sobre
superficie de la célula son susceptibles a la lisis independiente del complemento mediada por
anticuerpos. La falta de expresion de P270 de superficie y la naturaleza inmunorecesiva de la
adhesinas permiten a los organismos del fenotipo negativo sobrevivir al ataque de los anticuerpos
(Musatovova y Alderete, 1988). Las adhesinas parecen poder imitar la estructura de la enzime
malica de las células vaginales, lo que parece ser la causa de su baja inmunogenicidad (Alderete ¢
al, 1995; Engbring et al, 1996). Esta imitacibn molecular es otro ejemplo de cémo

T.vaginalis puede escapar al sistema inmune del hospedero.
P230 es otro inmundgeno que esté presente en la superficie del parasito, pero sufre cambios conformacionales que |

permiten evadir a los anticuerpos (Alderete, 1988). La IgG vaginal que reconoce la proteina P230 de T. vaginalis,
no produjo ningun efecto citolitico, incluso en presencia del complemento (Alderete et al, 1991).
Ademas la respuesta del anticuerpo se restringié solamente a uno o varios epitopes de la protein
de 230Kda, permitiendo al organismo evadir el proceso de opsonizacion (Alderete et al, 1991).



Numerosas cisteino proteinasas secretadas por T.vaginalis degradan IgG, IgM e IgA, lo cual tambiér

permite al parasito sobrevivir a la respuesta inmune (Provenzano y Alderete, 1995).
Este parasito también secreta grandes cantidades de antigenos solubles, altamente inmunogénicos (Alderete y Garz
1984). Una liberacion continua de estos antigenos podria neutralizar linfocitos T citotdxicos o anticuerpos y de esta

manera bloquear los mecanismos de defensa especificos del sistema inmune contra T. vaginalis. Otr
mecanismo de evasion del parasito consiste en cubrirse con proteinas del plasma del hospedero, |
gue no permite al sistema inmune reconocerlo como extrafio (Peterson y Alderete, 1982).

2.12 Interaccion de T. vaginalis con la flora vaginal.

La interaccién de T. vaginalis con los miembros de la flora normal de la vagina puede ser un
importante factor para evadir el sistema inmune del hospedero. La flora microbiana vaginal
humana esta condicionada por la presencia de Bacilos de Doderlein. Estos actlan sobre la glucos
6 fosfato proveniente del glucégeno liberado por la citolisis celular, transformandolo en &cido
lactico lo cual favore el mantenimiento de las cifras de pH vaginal normal, que oscila entre 3,8 a
4,5. T. vaginalis sustrae el glucégeno de las células epiteliales compitiendo activamente con los
Bacilos de Doderlein, impidiendo el mecanismo anterior y provocando una alcalinizacion del pH
vaginal, favoreciéndose el desarrollo del parasitoy de otros gérmenes patdgenos (Petrin et al
1998).

La elevacion del pH de la vagina conjuntamente con la reduccion de Lactobacillus acidophilus y el
incremento en la producciébn de bacterias anaerObicas pueden ser marcadores de
enfermedad. Sin embargo, se ha demostrado que el parasito tiene un efecto supresivo sobre
crecimiento de los Lactobacillus acidophilus (McGrory et al, 1994), el cual puede ejercer a través
de dos mecanismos diferentes: se ha observado a T. vaginalis fagocitando bacterias y lactobacilo
(Rendon-Maldonado et al, 1998) y por otro lado, se ha planteado que las proteinasas secretade
por el parasito son capaces de destruir a los lactobacilos (McGrory y Garber, 1992).

2.13 Vacunas

En el huésped humano las infecciones a repeticion producidas por el parasito no causal
inmunidad natural protectora (Ackers, 1990). Aparte de los anticuerpos encontrados en el suerc
(Garber et al, 1986) y en las secreciones vaginales de personas infectadas, la participacion de I
respuesta inmune mediada por células también ha sido mencionada (Yano et al, 1983). En 1996
Abraham et al., lograron inducir inmunidad después de inoculaciones subcutaneas de T
vaginalis utilizando ratones BALB/c como modelo animal, lo cual puede ser de gran ayuda para el
ulterior desarrollo de una vacuna (Abraham et al, 1996).

Solamente una vacuna ha sido producida contra T.vaginalis, denominada "Trichovac", estd compuest:
por microorganismos inactivados (lactobacilos y T.vaginalis) (Gombosova et al, 1986). La

utilizacion de Lactobacilus acidophilus como vacuna contra T. vaginalis ha sido reportada por

diferentes autores (Alderete, 1988; Mayer y Pelak, 1990). En un principio, se pensé que el éxito
de la inmunizacion era debido a la generacién de anticuerpos que reconocen determinante
comunes a antigenos de lactobacilos y de Trichomonas, pero esta relaciébn antigénica no se
demostrado por métodos mas sofisticados, por lo que se prefiere enfocar este fendmeno com

mecanismos inmunes no especificos.
Hasta el momento, la proteccién alcanzada no ha sido del todo efectiva, de ahi la importancia de la busqueda d

nuevas moléculas con capacidad protectora contra T. vaginalis.



2.14 Trichomonas vaginalis y ARN viral.

Resulta muy interesante conocer que solamente en los organismos con fenotipo positivo para |
proteina P270 se han encontrado cadenas dobles de ARN viral (Khoshnan y Alderete, 1994) y est
fendmeno se ha denominado Trichomonas vaginalis virus (TVV) (Wang y Wang, 1991). Desde

entonces se ha correlacionado la presencia de la P270 con la presencia de TVV, a su vez |
pérdida de la P270 ha sido asociada con la pérdida de TVV (Wang y Wang, 1991). A pesar de est:
correlaciéon es muy paradojico el hecho de que la P270 se mantenga de generacion en generacia
en los microorganismos que han sido sometidos durante tiempo prolongado a cultivos in
vitro (Alderete, 1988). Sin embargo TVV es encontrado solamente en aislamientos frescos y se
pierde después de un tiempo prolongado de los aislamientos en cultivos in vitro (Shaio et al,

1993; Khoshnan y Alderete, 1994; Wang y Wang, 1991).
Aunque existen reportes preliminares de la caracterizacién del genoma de TVV (Khoshnan y Alderete, 1995; Su y

Tai, 1996), la funcién que juega TVV en la patogenicidad e inmunogenicidad de T. vaginalis aiun esta por
investigar (Petrin et al, 1998).

2.15 Trichomonas vaginalis y Papilomavirus humano.

Algunos estudios epidemioldgicos consideran la infeccion por PVH como una importante causa de neoplasia
cervical e intraepitelial. Sin embargo, las causas de aproximadamente el 10% al 15% de los pacientes con cance
cervical que no presentan PVH estan adn por explicar. Otros agentes infecciosos comunes en el tractus genito urinari

como es la infeccion por T. vaginalis puede estar relacionada a estos procesos neoplasicos. Zhang
Begg en 1994 sugirieron una fuerte asociacion entre la trichomonosis y la neoplasia cervical y
plantearon que del 2-4% de todas las neoplasias cervicales, el riesgo puede ser atribuido a |
infeccion por el flagelado (Zhang y Begg, 1994). Bechtold y Reicher en 1991, sugirieron que este
protozoo puede ser el responsable de la inducciébn de cambios en la mucosa cervical human
(displasia o carcinoma in situ). Estudios epidemioldgicos prospectivos reportan un incremento del
riesgo de neoplasia cervical en mujeres con infeccion por T. vaginalis después de haber contraidc
la infeccion por PVH (Bechtold y Reicher, 1991).

Cada vez se le confiere mayor importancia al papel de T. vaginalis en la aparicion de la infeccién por PVH,
pues se plantea que el parasito puede actuar como transportador de particulas virales hacia
interior de las células del epitelio vaginal. Segun resultados de estudios realizados en ¢
laboratorio de trichomonosis vaginal de la Subdireccion de Parasitologia del IPK, se pudo
demostrar que la presencia de PVH fue mas frecuente en las mujeres con trichomonosis que la
gue no tenian esa condicion, lo cual demostré que el hecho de presentar una infeccion por T
vaginalis puede aumentar la posibilidad de una infeccion por PVH (Rojas et al, 1998). Similares
planteamientos fueron realizados por Sobel en 1997 (Sobel, 1997).

Gram et al., en 1992, demostraron una asociacion entre la infeccion por este protozoo y
neoplasia cervical, sugiriendo que las mujeres con frotis de Papanicolau positivos a T. vaginalis o
a PVH tenian un mayor riesgo de presentar NIC grado Il que las mujeres controles negativas
(Gram et al, 1992).

16. Modelos bioldgicos para experimentacion in vivo

El poder disponer de un adecuado modelo animal para estudio de la trichomonosis humana es una dificultad que
todavia no ha sido resuelta satisfactoriamente.
Las primeras descripciones de lesiones producidas en ratones después de la inoculacié



intraperitoneal, intramuscular y subcutanea de T. vaginalis humanas fueron publicadas pol

Schnitzer et al., en 1950 (Schnitzer et al, 1950).

Posterior a ello, varios investigadores han utilizado roedores en estudios de interaccion huésped parasito, ensayos
virulencia y susceptibilidad a drogas. El raton ha sido el modelo més utilizado, aunque las ratas, curieles y hamsters
también han sido empleados .

La via de inoculacion mas frecuentemente utilizada ha sido la subcutanea, seguida de la intraperitoneal, y por Ultimo
la intravaginal. En este sentido, la mé&s amplia revision con que cuenta la literatura fue la realizada y publicada por
Honigberg en 1978 (Honigberg, 1978).

Aungue existen algunos reportes relacionados con la infeccién de animales de laboratorio con T. vaginalis, no
todos contribuyen significativamente a una buena comprension de la enfermedad y del parasito.
En esto esta involucrado , entre otros, el complejo medio ambiente donde habita el parasito, es
decir la vagina humana, los cambios locales provocados por los ciclos hormonales y los
mecanismos especificos de defensa del parasito. Se ha pensado que sean los primates los anima

experimentales que aporten los mejores resultados como modelo biol6gico (Kulda,1990).

La inoculacion intravaginal pudiera ser la via mas real que simulara la infeccion humana, pero aqui el parasito se
encuentra con condiciones que difieren considerablemente de las que presenta el sistema genitourinario humano.

Las inoculaciones ectopicas mas comunes (subcutdnea e intraperitoneal) que exponen al parasito a sitios d
localizacion no naturales, deben ser interpretadas cuidadosamente, tratando de evitar la realizacion de erréne:
conclusiones. La via intramuscular, intratoracica, ocular y escrotal constituyen otras localizaciones ectpicas que con
menor frecuencia también se han utilizado para inoculaciones del parasito.

2.17 Algunas consideraciones acerca de las diferentes vias de inoculacion.

La inoculacion intravaginal de T. vaginalis en animales de experimentacion, es un procedimiento
gue presenta algunas dificultades técnicas que limitan los éxitos de las investigaciones. L&
susceptibilidad de los animales de laboratorio a la infeccion intravaginal esta relacionada con sus
sistemas endocrinos y varia grandemente en dependencia de los cambios de fases de sus cicl
sexuales. Este tipo de inoculacién ha sido practicada en cobayos, hamsters, ratas, ratones y ¢
monos. De todos los animales utilizados con estos fines, han sido los monos (Macaca mulatta) los
anicos que presentan un ciclo menstrual similar al humano. Usualmente se proporciona al animal
experimental un tratamiento a base de estrégenos lo cual ayuda al establecimiento y persistenci
de la infeccion (Kulda, 1990).

La inoculacion intratesticular fue establecida por Roigas et al.,, para lo cual utiliz6 como modelo:
biologicos las ratas y los cobayos. Los animales fueron inoculados con 7 aislamientos axénicos
de T. vaginalis procedentes de hombres y mujeres. La inoculacion se realizé por inyeccion entre
los tubulos seminiferos causando rapido desarrollo de lesiones con formacion de focos de necrosi:
alrededor de los tubulos seminiferos y final desaparicion de los mismos una semana después de |
inoculacion. Los autores sefialan que las lesiones y cambios patologicos fueron semejantes a lo
ocurridos en el curso de enfermedades tales como la tuberculosis y la brucelosis (Roigas et al

1969).

Infecciones ectépicas

Inoculacion Intraperitoneal.

Este tipo de inoculacién puede ser producida consistentemente y a diferencia de la via intravaginal, no ofrece
dificultades técnicas. Su uso generalmente se relaciona con estudios de patogenicidad, virulencia, inmunolégicos y
terapéuticos, en el curso de infecciones por el parasito.

La inoculacion intraperitoneal de T. vaginalis en el animal experimental es causa de peritoniti
fibrinopurulenta con focos de necrosis y abscesos en visceras abdominales y produccion de
liquido ascitico. La severidad de la infeccion aunque depende en parte del estado bioldgico y de

la sensibilidad del animal de experimentacion, es un reflejo del grado de virulencia de la cepa



inoculada.

La inoculacion subcutanea de T. vaginalis en ratones, puede conducir al desarrollo de absces
localizados en el sitio de la inyeccion. El desarrollo de la lesion depende de la habilidad del
parasito para multiplicarse en el sitio de inoculacion .

Bajo condiciones normales el crecimiento y duracion de la lesién dependen de las caracteristicas de la cepa €
cuestion, reflejando el grado de virulencia de la misma, en consecuencia, el volumen de la lesion puede ser empleadc
como un estimado del nivel de virulencia de la cepa .

Los sitios preferibles de inoculacion subcutanea en el ratdn son en la region dorsal o ventral de la pata trasera. El tipc
de lesion se corresponde con abscesos compactos, purulentos. Tipicamente estos abscesos crecen durante las prime
dos semanas después de la inoculacion, eventualmente se rompen y drenan. Se ha planteado que los absce
causados por cepas virulentas se rompen a finales de la primera semana después de la inoculacion y que pequef
abscesos producidos por cepas de baja virulencia no necesariamente se rompen. Ocasionalmente la ruptura de |
abscesos pueden cerrar y producir abscesos secundarios .

Inoculacién Intramuscular

La posibilidad de utilizar esta via para ensayos de virulencia de T. vaginalis fue sugerida por Gavrilescu en
1962, quien manifestd6 que las diferencias histopatolégicas de las lesiones pueden se
correlacionadas con las formas clinicas de la enfermedad en los pacientes que la padecen y que |
inoculacion intramuscular de T. vaginalis en el raton, produce abscesos localizados en el sitio de
la inyeccion (Gavrilescu,1962).

Sin embargo mas tarde otros investigadores sugirieron que la inoculacion intramuscular es inadecuada para evaluar |
virulencia debido a la considerable variacién en la talla de la lesion y la pobre accesibilidad al sitio de la infeccion
(lvey y Hall, 1984).

2.18 Técnica de ADN polimérfico amplificado al azar (RAPD).

Los meétodos de analisis del ADN basados en la reaccion en cadena de la polimerasa han cobrad
gran importancia en los ultimos afios. Entre estos el RAPD, desarrollado por Williams et al., en
1990, recibe una atencion particular debido a su extrema simplicidad y el requerimiento de
cantidades minimas de ADN gendmico. La estrategia basica consiste en la amplificacion por
PCR de fragmentos al azar de ADN gendmico con uno o multiples cebadores de secuencia
arbitrarias 0 no especificas. El polimorfismo entre individuos (0 cepas) es detectado por
diferencias entre los patrones de fragmentos de ADN amplificado de diferentes ADNs usando un

cebador dado (Williams et al, 1990).

El RAPD-PCR es una herramienta sumamente poderosa empleada en el mapeo de genes, poblaciones y analisis de
genealogia (pedigree), estudios filogenéticos y la identificacion de cepas.

El producto del PCR con cebadores arbitrarios usualmente se resuelve por electroforesis en gel de agarosa visualizad
con bromuro de etidio y luz ultravioleta (Welsh y Mc Clelland, 1990), en geles de poliacrilamida seguido de
autoradiografia, si se afiade ATP marcado con fésforo 32 al dltimo ciclo de amplificacion (Caetano-Anolles, 1993), o

visualizado con plata (Steindel et al, 1993; Gomez et al, 1995). Los productos de la amplificacion
considerados como firmas o huellas digitales del ADN molde analizado, son detectados como un
complejo de multibandas (aplicones) y patrones hipervariables resultado de desiguales sitios de
impresion y longitudes variables de la secuencia intermedia de amplificaciéon (Welsh y Mc

Clelland, 1990; Caetano-Anolles et al, 1991).

Diferentes estudios han demostrado que varios factores afectan los perfiles obtenidos manifestdndose en la presenc
de bandas falsas y la poca reproducibilidad del ensayo, por lo que la optimizacion y el control interno de la técnica, se
hacen imprescindibles para obtener resultados confiables y una resoluciébn consecuente entre reacciones ¢
amplificacion separadas o entre estudios. La reproducibilidad del RAPD se ha probado extensivamente y varios



factores afectan los perfiles que se obtienen. La técnica es relativamente sensible a la calidad del ADN en la reaccién
a los componentes de la solucién salina tamponada, al tipo y concentracién de la Taq polimerasa, a la concentracior
del cebador y al equipo termociclador usado, asi como la temperatura de hibridacion y el nimero de ciclos termales.

(Caetano-Anolles, 1993; Dias Neto et al, 1993; Meunier y Grimont, 1993; Penner et al, 1993).
2.19 El analisis de datos del RAPD.

Aungue se estan desarrollando alternativas automaticas y sistemas computarizados, el andlisis d
datos del RAPD se hace segun la observacion de las bandas obtenidas en la fotografia del gel. S
introducen los datos de cada linea o senda de forma manual a los programas de computacio
como el DNA-POP (Pena y Nunes, 1991). Estos programas usan como rasgos basicos la divisior
del gel en niveles de movilidad. Un nivel es definido por la presencia de por lo menos una banda
en una de las sendas. Asi el gel estara compuesto por infinitos niveles tedricos. El gel es
examinado desde el inicio hasta el final, y cuando se ve una banda en una senda o linea esta
considera un nivel. Sidos o mas bandas estan presentes en un nivel, se considera co-migracic
(compartido) aun cuando estan ligeramente desalineados o difieren en la intensidad. La salida de
programa debe incluir una exhibicion del diagrama que incluye los niveles y las bandas por senda
o linea y la proporcién de bandas compartidas entre cada par de muestras. Estos datos se utilize
para obtener diferentes matrices de distancia basadas en bandas no compartidas, construyendo

fenograma por UPGMA o0 métodos similares disponibles en paquetes de computaciéon
filogenéticos como MEGA (Kumar et al, 1993), PHILIP (Felsentein, 1978).

2. 20 Andlisis de aislamientos de T. vaginalis basados en su polimorfismo genético.

El polimorfismo genético entre aislamientos de T. vaginalis ha sido demostrado utilizando
diferentes métodos genéticos: la técnica de hibridizacién molecular utilizando la sonda Tv-E650-7
(Pace et al, 1992; Ryu et al, 1998), la técnica del polimorfismo de las longitudes de los
fragmentos de restriccion (RFLP) utilizando como sonda el gen HSP-70 (Stiles et al, 2000), la
secuenciacion del gen ribosomal (Snipes et al, 2000) y la técnica de RAPD (Vanacova et al,
1997; Snipes et al, 2000; Hampl et al, 2001). Esta ultima ofrece ventajas para la rapida
caracterizacion genética de aislamientos al no necesitar informacion de la secuencia del ADN,
constituyendo una técnica mas rapida y sensible si se compara con otros métodos moleculare
empleados en la caracterizacion genémica (Van Belkum et al, 1993; Papp et al, 1997; Lin, 1998).
Esta técnica ha sido utilizado en investigaciones epidemioldgicas y en estudios donde no solo se
ha demostrado el polimorfismo genético entre aislamientos de T. vaginalis sino también donde se
ha relacionado este polimorfismo genético con diferentes fenotipos clinicos en aislamientos de
este parasito (Vanacova et al, 1997; Snipes et al, 2000; Hampl et al, 2001).



3. MATERIALES Y METODOS.
3.1 Pacientes estudiadas.

El estudio estuvo integrado por un total de 575 adolescentes procedentes de las consultas infanto
juvenil, de interrupcion de embarazo y de ITS de los Hospitales Ginecobstétricos Docentes
"Ramon Gonzalez Coro"y "Eusebio Hernandez" en el periodo comprendido de Junio de 1999 a
Junio del 2001.

3.1.1 Criterios de Inclusion y de Exclusion.

En este estudio descriptivo experimental se incluyeron solamente aquellas personas que voluntariamente aceptaro
participar. Se contd con el consentimiento informado de los padres o tutores (ver anexo 1). En todos los casos fue
requisito indispensable cumplir con las siguientes condiciones: no haber ingerido antibiéticos ni antiparasitarios al
menos 15 dias antes de la toma de la muestra, no haber utilizado duchas vaginales ni medicamentos locales en I
Ultimas 72 horas, no haber tenido relaciones sexuales el dia anterior y no haber tenido sangramiento abundante el di

de la toma de muestra. Las pacientes que no cumplieran con esas condiciones no fueron seleccionadas para el estud
3.1.2 Procedimientos para la toma de muestra y analisis de la misma:

Con la paciente en posicién ginecoldgica y después de la insercion vaginal de un espéculo estéril
no lubricado se procedi6 de la siguiente forma:

Se realiz6 toma de muestra de exudado vaginal, utilizando un hisopo estéril, que fue aplicado en
los fondos de saco uterino y resto de la cavidad vaginal. La muestra se colocdé en un tubo de
cristal correctamente identificado que contenia 1ml de soluciéon salina estéril al 0,9%.
Posteriormente se centrifugd a 500g durante 7 minutos y se estudié el sedimento entre cubre
portaobjeto para determinar la presencia o no de T. vaginalis. El tiempo transcurrido entre la toma
de las muestras y su visualizacion en el microscopio, no excedio las 3 horas. Este procedimientc
fue realizado en los laboratorios de Microbiologia de los hospitales donde fue tomada la muestra.
En todos los casos, la muestra se llevo a los laboratorios de investigaciones de la Subdireccion de
Parasitologia del IPK, donde 100 (L del sedimento fueron sembrados en el medio Tyl-S-33
(Diamond et al, 1978) en tubos de cristal con tapa de rosca y se incubaron a 37° C realizandc

lecturas cada 24 horas durante 7 dias consecutivos.

Con el objetivo de corroborar la presencia o no de otros microorganismos, todas las muestras fueron analizadas en ¢
laboratorio de microbiologia de los hospitales donde fue atendida la paciente.

A todas las adolescentes se les realiz6 una encuesta, en la cual se recogieron datos de identidad personal, de
sintomatologia referida asi como de los signos clinicos observados por el médico de asistencia que guardaran algur
relacién con la trichomonosis (Ver anexo 2).

3.1.3 Clasificacion de las adolescentes de acuerdo a la sintomatologia clinica.

Para realizar la clasificacién clinica se procedio segun los criterios previamente establecidos por
Garber y Lemchuk-Favel en 1990 (Garber y Lemchuk-Favel, 1990) con ligeras modificaciones,
como se explica a continuacion:

Se tuvieron en cuenta un total de 9 parametros donde se incluyeron Signos y sintomas que pudieran ten
relacion con la enfermedad, asignandose un punto por la presencia de cada uno de ellos (prurito
presencia de flujo vaginal, color del flujo vaginal, dolor en bajo vientre, disuria, eritema vulvar,
eritema vaginal, eritema cervical y dispareunia). Una puntuacion adicional de 1 a 3 puntos fue



otorgada en dependencia de la severidad de cada uno de los parametros anteriores (leve
moderados o severos respectivamente). Para el color del flujo vaginal se tuvieron en cuenta lo
colores blanco, amarillo y verde. Se asigno 1,2 y 3 puntos respectivamente en funcion del color.
En dependencia del total de puntos alcanzados, las pacientes fueron clasificadas com

asintomaticas y sintomaticas leves, moderadas y severas de la siguiente forma:
0 asintomatica

1-9 sintomatica leve

10 - 18 sintomatica moderada

19 - 27 sintomatica severa.

3.1.4 Axenizacién de los cultivos de T. vaginalis

A partir de las muestras de exudado vaginal de las pacientes que resultaron ser positivas se logr
axenizar un total de 52 aislamientos del parasito; De ellos 12 asintoméaticos y 40 sintométicos (11,
13y 16 leves, moderados y severos respectivamente) por pases sucesivos diarios en cultivo i
vitro, utilizando el medio de cultivo de Diamond (Diamond et al, 1978), suplementado con
antibiéticos (gentamicina 50(g/mL, penicilina 100U/mL y estreptomicina 30(g/mL) y nistatina
60(g/mL. Los parasitos aislados fueron conservados en nitrdgeno liquido. Se escogieron al azar 1(
aislamientos por cada una de las 4 modalidades para su posterior caracterizacion.

3.1.5 Anélisis estadistico.

Para determinar el mejor método para el diagndstico de la trichomonosis en nuestras condiciones experimentales s
compard la proporcion de casos positivos por frotis directo simple del exudado vaginal con los positivos por el

método de cultivo in vitro. Para determinar el tiempo 6ptimo para la lectura de los cultivos in vitro,
se compararon los porcientos de positividad resultantes a las 24, 48 y 72 horas. En ambos casos ¢
aplicé la prueba de comparacion de proporciones empleando los paquetes de programas pal
analisis estadisticos EPIINFO, version 6.04 (Dean et al,1994). Las diferencias fueron
consideradas estadisticamente significativas cuando el valor de P fue menor que 0,05.

3.2 Caracterizacion in vivo de aislamientos de T.vaginalis.

3.2.1 Animales de experimentacion:

Para la realizacién de los experimentos se emplearon ratones NMRI machos, de 6 semanas de nacidos, con un pe
aproximado entre 20 y 22 gramos suministrados por el Centro Nacional para la Produccion de Animales de
Laboratorio, La Habana. Los animales fueron mantenidos bajo los requerimientos para la especie en condicione:
ambientales controladas (temperatura y humedad) ademas de proporcionarles agua y alimentacion adecuada.

3.2.2 Cantidad ideal de in6culo:

Para determinar la concentracion parasitaria 6ptima para nuestros objetivos de trabajo, utilizando el aislamiento C-
76, se evaluaron tres concentraciones: 4x106, 8x106 y 10x106 de parasitos en un mL de medio ¢
cultivo, administradas por via intraperitoneal. Se inocularon un total de 10 ratones por cada
concentracion parasitaria. El Unico parametro que se evalué fue la mortalidad, prefijando el
séptimo dia como el ideal para el sacrificio (Toyos, 1974). El sacrificio fue realizado mediante la

administracion de una sobredosis de anestesia con éter.



3.2.3 Grupos controles:

Fueron empleados un total de 60 ratones como grupo control, distribuidos de la siguiente forma: 20 ratones sanos sil
inocular y 20 inoculados con un mL de medio de cultivo sin suero.

Con el objetivo de corroborar si el dafio provocado al animal era producido por la accién del parasito vivo o por

componentes de las estructuras del parasito, se inocularon dos tipos de presentaciones de los parasitos muertos. |
grupo de 10 ratones se inocul6 con parasitos muertos integros, cuya muerte fue provocada por 3 ciclos d
congelacion-descongelacion y otros 10 ratones se inocularon con parasitos muertos destruidos, para lo cual fueror
sometidos a 15 ciclos de congelacion-descongelacién. En todos los casos los ratones controles fueron sacrificados

examinados al final de cada experimento, la via de inoculacién fue la intraperitoneal y la cantidad de solucion

inoculada fue igual a 1 mL.

3.2.4 Inoculaciones y andlisis posterior

Por cada aislamiento se inocularon diez ratones utilizando la via intraperitoneal (400 en total).
Una vez sacrificados se procedio al examen macroscoépico de las cavidades toracica, abdominal
pelviana en busca de lesiones, las cuales fueron corroboradas desde el punto de vis
macroscépico y microscopico en el Departamento de Anatomia Patoldgica del Instituto de
Medicina Tropical “Pedro Kouri'. De igual forma se procedié con los ratones muertos antes del
séptimo dia. Los animales que murieron y no pudieron ser examinados por su avanzado estado d
descomposicion no fueron incluidos en la investigacion.

3.2.5 Disefio estadistico

El indice de virulencia de los aislamientos fue determinado al séptimo dia post-inoculacién, de
acuerdo a los criterios empleados por Toyos, por Nogal et al., y mas recientemente por Gémez
Barrio et al., (Toyos, 1974; Nogal et al, 1997; Gémez-Barrio et al, 2002). Para ésto se
confeccion6 una base de datos en la cual se hicieron anotaciones de la puntuacic
correspondiente para cada parametro, de acuerdo a las lesiones halladas en cada uno de |
organos de los ratones examinados, como se muestra a continuacion:

Criterios de puntuacién empleados para evaluar las alteraciones y dafios encontrados en cada raton.

|Manifestaciones patolégicas | |Valores asignados |
|Liquido ascitico [<1mL |2 puntos |

| |1-2 mL |4 puntos |

| |>2mL |6 puntos |

|*Higado | |0-2-4 puntos |

|*Bazo | |0-2-4 puntos |

[*RifiéNn | |0-2-4 puntos |
|*Estomago | |0-2-4 puntos |
|*Péncreas | |0-2-4 puntos |
|*Intestino | |0-2-4 puntos |
|*Peritoneo | |0-2-4 puntos |

|*Cara visceral del diafragma | |0-2-4 puntos |
|*Cara parietal del diafragma | |0-2-4 puntos |

| | | |

|*Lesiones en las visceras INo lesion |0 puntos |
| |Abscesos |2 puntos |

| |Necrosis |4 puntos |
I I I I
I I I I
| | | |



Segun esta clasificacién, la cuantificacion del dafo producido por cada aislamiento en un solo raton alcanzaria una
puntuacion maxima de 42 puntos.

Los resultados fueron procesados con ayuda del paquete estadistico STATISTICA para Windows (for Windows,
Release 5.1, cpyright Statsolt, Inc. 1984-1986). Se utilizd la prueba no paramétrica de Kruskal-Wallis para comparar
las medias de las puntuaciones obtenidas por los aislamientos de cada grupo clinico en cada parametro analiza
individualmente (ascitis, higado, bazo, rifiones, estbmago, pancreas, intestino, peritoneo, cara visceral del diafragme
(cvd), cara parietal del diafragma (cpd) y para comparar las puntuaciones totales obtenidas por los aislamientos de

cada grupo clinico. Se consideraron significativos los valores de P menores que 0,01.
3.3 Ensayo de citoadhesion "in vitro"
3.3.1 Modelo de células epiteliales vaginales.

Lalinea de células epiteliales humanas HeLa (ATCC CCL2), fue obtenida de la Coleccion
Americana de Cultivos Tipo (Rockville, Md., USA). Las células fueron mantenidas en Medio
Minimo Esencial (GIBCO BRL, Grand Island, NY, USA) suplementado con glutamina al 1%,
suero fetal bovino al 10% (Bio Whitaker, Valksrville, Md, USA), sulfato de neomicina al 0,1%
(medio Memgane) y cultivadas en placas de microtitulacion (PMT) de 96 pozos de fondo plano
para cultivo de tejido (Corning, NY, USA) (100 (L/pozo) que fueron incubadas en atmdsfera de
aire con 5% de CO, a 37(C hasta alcanzar la confluencia. La monocapa celular fue lavada tre:
veces antes de realizar el ensayo de citoadhesion con una mezcla de medios sin suero ¢
proporcion 2:1 (vol/vol) (Mem-TYI-S-33). Esta mezcla fue empleada previamente por Arroyo y
Alderete, 1989 quienes encontraron que resulta apropiada para el mantenimiento de los pardsito
y las células mientras tiene lugar el ensayo de adhesion. El suero fetal bovino fue excluido pues
contiene inhibidores de las cisteino-proteinasas del parasito que se ha determinado participan e
los procesos de adhesion (Arroyo y Alderete, 1989).

3.3.2 Marcaje de los parasitos.

Se empled el estuche comercial de reactivos “Cell Proliferation ELISA; BrdU colorimetric”
(Boehringer Mannheim, Germany Catalogo No. 1 647 229). Esta técnica es un inmunoensayo
colorimétrico para la cuantificacion de la proliferaciéon celular, basado en la medicion de la
incorporacion de la 5-bromo-2"-desoxiuridina (BrdU) durante la sintesis de ADN y constituye una
alternativa no radioactiva a los ensayos de incorporacion de [3H]-timidina. El marcaje se realizé
con BrdU a concentracion final de 10 (M (concentracion recomendada por el fabricante) durante
4h, 8h'y 16 horas para conocer el tiempo 6ptimo de incubacion y lograr mayor sensibilidad de la
técnica.

Por ser la primera vez que se empleaba este estuche comercial con el proposito de med
citoadhesion de T. vaginalis fue necesario validarlo. Con este objetivo se correlacionaron los
resultados obtenidos marcando los parasitos con BrdU con los de la técnica habitual que utiliza la
[3H]-timidina con igual finalidad (Arroyo y Alderete, 1989). El ensayo en paralelo se realizo
marcando los parasitos con 1(Ci/mL de [3H]-timidina (TRK 637, 40 (Ci/mmol) Amersham,
Buckinghamshire, England) durante toda la noche. Mas del 85% de la radioactividad fue
precipitada con 5% de acido tricloroacético, indicando la incorporacion de la [3H]-timidina a las
macromoléculas del parasito.

Luego de marcados, los parasitos fueron lavados tres veces con la mezcla de medios sin suer
contados en camara de Neubauer y diluidos a una concentracién de 4x10¢ parasitos/mL.



3.3.3 Adhesion de T. vaginalis a las células epiteliales HelLa

El ensayo para cuantificar la adhesion de T. vaginalis a las células epiteliales HelLa se realiz
como describieron Arroyo y Alderete en 1989 (Arroyo y Alderete,1989). Un volumen de 100
(L/pozo, con una concentracion celular de 4x105 parasitos marcados con BrdU o con [3H]-
timidina) fue afladido a la monocapa de células HeLa. La PMT fue incubada durante 30 min a
37(C en atmosfera de aire con 5% de CO,. Posteriormente la placa fue lavada tres veces con |
mezcla de medios sin suero (Mem-TYI-S-33) a 37(C para eliminar los parasitos no adheridos. Los
lavados se realizaron cuidadosamente afiadiendo el medio por los bordes de los pozos
extrayendo el liquido con ayuda de una pipeta para no desprender la monocapa de células Helze
La PMT se dejo secar durante 10 min a 37(C y se procedio a realizar el ELISA. En el caso que se
empled la [3H]-timidina, la deteccion de los parasitos unidos a células Hela se realiz6 cosechando
el contenido de los pozos de las PMT en membranas de fibra de vidrio con una cosechadora d
células (SKATRON, Instruments, Norway) y la emision fue determinada como conteos por
minutos (cpm), en un contador de centelleo liquido, empleando SCINTRAN (BDH Chemicals Ltd
POOLE, England) como liquido de centelleo.

3.3.4 Optimizacion para la realizacion de la técnica ELISA.

Los pasos para la realizacion del ELISA fueron previamente optimizados para obtener la mayor
sensibilidad. Los parametros evaluados para optimizar la técnica fueron: tiempo de incubacion
con FIXDENAT (1/2hy 1 h), bloqueo con concentraciones al 2,5% y 5% peso/volumen de
albumina sérica bovina, leche descremada y caseina, tiempo de incubacion con el conjugado (1/:
h, 1h, 2h) y tiempo de incubacién con el sustrato (5min, 10 min, 15 min, 20 min y 30 min).

Se realizaron ademas controles de fondo con los parasitos y las células sin marcar para conocer |
unién inespecifica del anticuerpo conjugado.

3.3.5 Realizacion del ensayo con el estuche comercial “Cell Proliferation ELISA; BrdU
colorimetric”.

Una vez optimizadas las condiciones se procedi6o a la realizacion del ensayo con el juegc
comercial. Primeramente se afiadi6 el FIXDENAT (200 (L/pozo durante una hora a temperatura
ambiente), reactivo que permite la destruccion del parasito (la desnaturalizacion es necesaria patr:
permitir que la BrdU incorporada sea detectada por el anticuerpo anti BrdU), la fijacion del ADN
al fondo del pozo y su desnaturalizacion. Posteriormente la PMT se bloque6 con albumina sérica
bovina al 5% en solucién salina tamponada con fosfato a razén de 200 (L/pozo durante una hora a
37(C. Posteriormente se adiciono el conjugado anti BrdU (100 (L/pozo) (anticuerpo anti BrdU
levantado en raton y conjugado con peroxidasa) y se incub6 por 2 horas a 37(C . A continuaciéon
la PMT se lavé 3 veces con solucion de lavado y se afiadio el sustrato (100 (L/pozo de tetrametil-
benzidina) y se incubé durante 15 min en la oscuridad a temperatura ambiente. La reaccidén fue
detenida con H,SO,4 1M (25 (L/pozo). La PMT fue incubada aproximadamente durante 1 min en
un agitador y luego la absorbancia fue medida a 450nm (longitud de onda de referencia 690nm)
en un lector de ELISA (Lab Systems, Finlandia).

3.3.6 Procesamiento estadistico.

Se establecieron curvas patrones para la densidad éptica y para los cpm contra el nUmero de parasitos marcados cc



el aislamiento C173. En cada caso la curva optimizada fue obtenida mediante dispersién gréafica y regresion lineal
empleando el programa “Office Microsoft Excel 97" (Microsoft( corporation, USA). EI nimero minimo
detectable de parasitos adheridos a células HelLa fue estimado introduciendo en la curv
optimizada el valor de absorbancia o de cpm corespondiente a la media mas dos veces
desviacidn estandar de seis réplicas del blanco. La repetibilidad y la reproducibilidad fueron
evaluadas determinando el coeficiente de variacion. La repetibilidad fue determinada ensayando
tres veces cada punto de la curva y la reproducibilidad fue determinada ensayando cada curva e
tres experimentos diferentes. El coeficiente de correlacion fue calculado entre las curvas patrone:
obtenidas para ambos tipos de marcajes, empleando “Office Microsoft Excel 97"

(Microsoft( Corporation, USA).

Una vez comprobada la factibilidad del marcaje con BrdU se procedi6 a estudiar la adhesion de los 40 aislamientos
incluidos en el presente estudio. Para cada aislamiento los valores de densidad Optica y el nimero de parasitc
adheridos a células HelLa fueron interpolados en la curva patrén. La media resultante de tres réplicas por aislamientc
en dos experimentos diferentes se empled para obtener una media por grupo clinico. Estas medias fueron comparad:
con ayuda del paquete estadistico “STATISTICA” (for Windows, Release 5.1, cpyright Statsolt, Inc. 1984-1986),
empleando la prueba de Kruskall-Wallis.

3.4 Ensayo de susceptibilidad in vitro al metronidazol
3.4.1 Diluciones del metronidazol:

Para la realizacion del ensayo se utiliz6 metronidazol en polvo (lote I- 01001101 China). A partir
de una solucién inicial de metronidazol de 80mg/mL en dimetil sulfoxido, se prepararon
diluciones seriadas dobles, a partir de 400 (g/mL hasta 0,4(g/mL como concentracion final.

3.4.2 Realizacion del ensayo.

El método empleado fue el descrito por Meingassner y Thurner en 1979: En placas estériles de 9¢
pozos (Corning, NY, USA) por duplicado, se aplico 1(L de cada dilucibn de metronidazol,
afiadiendo posteriormente 99(L de medio de cultivo completo y 100(L de la suspension parasitaria
con una concentracion de 1x105 parasitos/mL (Meingassner y Thurner, 1979). Los pozos de las
hileras 11y 12 de cada placa fueron utilizados como controles, los cuales contenian medio dt
cultivo con igual concentracion parasitaria pero sin solucién de metronidazol.

Estas placas por duplicado fueron incubadas en condiciones aerdbicas y anaerdbicas, lo cual s
logro incubando las placas en cdmara himeda y en jarra para cultivo anaerdbico respectivamente
Ambas placas se mantuvieron durante 48 horas a 37°C. Al cabo de este tiempo y con ayuda de
microscopio invertido, las placas fueron examinadas para corroborar o no la presencia de parasito
en movimiento.

La menor concentracion de metronidazol capaz de inhibir la motilidad del parasito fue
considerada como la concentracién inhibitoria minima (CIM).

Luego del examen de cada pozo el contenido de cada uno de ellos correspondiente a la CIM ( .
diluciones seriadas dobles, fue transferido a tubos de cultivo con medio de cultivo completo e
incubados durante 7 dias a 37°C. La menor concentracion de la droga que no permitio e
crecimiento parasitario en el cultivo se consideré la concentracion letal minima (CLM). Cada
ensayo se repitid tres veces, en dos dias diferentes.

3.5 Caracterizacion genética de aislamientos de T. vaginalis mediante la técnica de RAPD



3.5.1 Coleccion del material celular de aislamientos de T. vaginalis en el estudio.

Se realizaron siembras de los 40 aislamientos de T. vaginalis utilizando frascos de cultivo de
250mL al que se le afiadieron 250mL de medio de cultivo TYI-S-33, incubdndose a 37(C, hasta
obtener la monocapa celular (entre 3 y 4 dias). Una vez obtenida la monocapa se puso el frasco .
4(C durante 30 minutos con el objetivo de que se desprendiera la monocapa celular. Se pasé a u
tubo de 50mL y se centrifugé a 8000g, durante 10 minutos. El sobrenadante se elimind y el
sedimento celular se resuspendié en 50 mL de solucién salina tamponada con fosfato (PBS) 1x
(NaCl 0,1M, Na,HPO, 0,05M, KCI 2mM y KH,PO, 0,01M) pH 7.2-7.4 a 4(C y estéril. Se
centrifugd a 8000g por 10 minutos. Al precipitado celular obtenido se le afiadié 300 (L de PBS 1x
a 4(C , estéril y de esa forma se conservo a -20(C.

3.5.2 Extraccion y purificacion del ADN de los aislamientos de T. vaginalis utilizando el
método del fenol-cloroformo.

El precipitado celular de T. vaginalis conservado a -20(C en PBS 1x, fue centrifugado a
80009 durante 5 minutos. El precipitado se resuspendid en 300(L de buffer lisis (Tris HCI 50mM
pH=8, EDTA 25mM, NaCl 25mM y SDS al 1%). La mezcla se tratdé durante 2 horas a 56(C con
100(g/mL de proteinasa K (Boehringer Mannheim). Seguidamente se realiz6 una extraccion de
proteinas con igual volumen (300 (L) de fenol-cloroformo-alcohol isoamilico (25 :24:1) y se
centrifugé a 8000g por 10 minutos. A la fase acuosa se le agregd un volumen (300(L) de
cloroformo-alcohol isoamilico (24 :1) y se centrifugé a 8000g por 10 minutos. Al sobrenadante se
le afladieron dos volumenes (600(L) de etanol frioy acetato de sodio 0,3 M pH 5.0 y se dejo
precipitar durante 30 minutos a -20(C y se centrifugdé a 10 000g durante 20 minutos a 4(C. El
sobrenadante se desechd y el precipitado se lavdé con etanol al 70% y se secd a temperatu
ambiente para después resuspenderlo en 50(L de tampon TE (EDTALImM vy trisHCI 1mM
pH=8). EI ARN presente en la muestra se digiri6 con la adicion de RNasa H 10(g/mL
incubandose 1 hora a 37(C. Seguidamente se realizé una extraccibn empleando un volumen d
cloroformo-alcohol isoamilico (24 :1). Se centrifugd a 8000g durante 10 minutos. La fase acuosa
(sobrenadante) se conservé a -20(C (fraccion que contiene el ADN extraido de T. vaginalis).

3.5.3 Calidad del ADN purificado.

La calidad del proceso de extracciéon del ADN se determind mediante electroforesis en gel de
agarosa al 0.8 % en tampon tris-borato EDTA (TBE 0.5x) (tris-borato 0.045 M; EDTA 0.001 M)
que contenia bromuro de etidium (0.5mg/mL). La muestra se prepard de la siguiente forma: A
cada pozo se le afiadié una mezcla de 12 (L compuesta por: 2 (L de bromofenol azul 6x (0.25 %
de bromofenol azul, 0.25 % de xylene cyanol y 15 % de ficoll (Type 400), 2 (L de ADN muestra
y 8 (L de TE 1x. Una vez afiadida la muestra en cada carril se corrié a un voltaje constante de 15(
V en la fuente (Pharmacia LKB Multidrive XL). La visualizacion se realizé en un transiluminador
(2011 Macrovue LKB), donde se observaron los productos de la corrida.

3.5.4 Determinacién de la concentracion espectrofotométrica del ADN gendmico aislado.

La cuantificacion del ADN obtenido se realiz6 de forma espectrofotométrica determinando la
absorcidn de la muestra a 260nm diluida en TE 1x.



La cuantificacion se realizé teniendo en cuenta el principio que:1 U 260nm= 50 (g de ADN doble cadena.

50 x dilucién x D.O
Concentracion de
ADN (g/(L 1000

Ademas de la lectura a 260nm se realizé la lectura a 280nm para la misma muestra constituyendc
la relacion de la absorbancia a 260nm/280 nm un criterio de pureza del ADN gendmico. Se
consideré muestras puras de ADN cuando la relacion D.O. 260nm/280nm =1,8-2,0 , si hay una
contaminacion de proteina o fenol la relacion que se obtiene sera significativamente menor.

3.5.5 Disefio de los cebadores al azar y sintesis de los mismos.

Se disefiaron al azar 10 cebadores de 12 bases (b) teniendo en cuenta algunos elemen

importantes en la sintesis y los principios generales en el disefio de cebadores:
» Que no tengan secuencias palindrémicas.
* Contenido de G+C mayor que el 60 %.

Una vez disefiados los cebadores, se sintetizaron en el Centro de Ingenieria Genética y Biotecnologia de Ciudad de L
Habana.

|cebador|Secuencia al azar [PM |Conc cebador. [Ta* |
| lg/mol. [pmol/(L.  |((C) |

[1 |5 CGCACTCGGAGT3  |5884.4 |101.9 |35 |

[2 |5 TCG GCC GCTATC3  |5795.4 |163.3 [35 |

I3 |5 CCGTGACACGCA 3 |5813.4 |98 I35 |
|4 |5 GGGACACTCTGG3  |5884.4 |90 35 |
5 |5 CCGCTGTACTCC3  |5755.4 |85.1 35 |
6 |5 GGGACCTACTGC3  |5844.4 |75.2 35 |
|7 |5 GAG TCG CACAGG 3 |5893.4 [69.5 |35 |
|8 |5 TCCTCACCGACC3  |5724.4 [90.8 135 |
|9 |5 CCCCAGTACCAG3  |5755.4 [74.7 |35 |
|10 |5AGG GCG TCG GTA3  [5924.4 |82.7 35 |

*La temperatura de alineamiento, se determiné para cada cebador segun la siguiente férmula:



Tm =2 (A+T) + 4 (G+C) .
Ta=Tm - 5(C

3.5.6 Optimizacion de la técnica de RAPD para estudios genéticos de aislamientos de T.
vaginalis.

Para optimizar la técnica de RAPD, se probaron diferentes concentraciones de cebador sintético
de ADN moldey de Taq ADN polimerasa, manteniendo constante la cantidad de mezcla de
dNTPs, el tampdn de amplificacién y las condiciones en el termociclador. La amplificacién del
ADN se realiz6 en un volumen final de 25(L que contenia 2.5(L de tampdén de amplificacién 10 x
(tris-HCI 100 mM pH 8.3, MgCl, 15 mM, KCI 500 mM, gelatina 0,01 %) (Boehringer
Mannheim, Germany), 200 (M de cada dNTP (Boehringer Mannheim, Germany) y se probaron
diferentes cantidades de cebador (5 pmol, 10 pmol, 25 pmol, 50 pmol, 75 pmol) (oligonucleotidos
sintéticos), de ADN molde a amplificar (5, 10, 25, 50, 75, 100 ng) y de Tag ADN polimerasa (0.5
U,1U,15U, 2.0 U, 25 U) (Boehringer Mannheim, Germany), para estimar las cantidades
optimas. Se incluyé un control negativo en cada ensayo, donde la mezcla de reaccion conteni
agua destilada estéril en lugar de ADN de T. vaginalis, con el objetivo de descartar cualquier
contaminacién. Posteriormente se procedido a efectuar la reaccién, de acuerdo a reporte
previos (Vanacova et al, 1997), en un termociclador (Perkin EImer, USA) con el siguiente perfil
de amplificacion: desnaturalizacion inicial a 94 (C por 5 min, seguido de 40 ciclos de:
desnaturalizacion a 94 (C por 1 min, hibridizacion a 35 (C por 1 min y extensiéon 72 (C por 2
min, con una extension final después del ultimo ciclo a 72 (C por 15 min. Para la deteccion del
producto se analizaron 20 (L de cada mezcla resultante en electroforesis en gel de agarosa al 1
%, preparado en tampon TBE 0.5 con bromuro de etidio 0,5 mg /mL. La visualizacion de los
productos de amplificacion se realizé6 mediante luz ultravioleta.

3.5.7 Andlisis del polimorfismo genético.

Las bandas individuales se definieron como presentes o ausentes (1 6 0) para cada aislamiento y
inverso del coeficiente de similitud de Jaccard (Sj, modificado por Sneath, 1957) fue usado como
se cita a continuacion (Sneath, 1957):

Sj=1- a/ (a+ b + ¢) donde a representa el nUumero de bandas compartidas, b representa el nime

de bandas presentes y ¢ representa el nimero de bandas ausentes.

La relacion filogenética fue determinada usando la estrategia de agrupaciones mediante el método de
UPGMA (unweighted pair group method with arithmetic averages) (Sneath y Sokal, 1973) usando el
paquete de programas SYNTAX 5.0 (Ponadi, 1993). El dendograma se construyé basandonos en el
analisis de los datos obtenidos con los diez cebadores (Tv-1 al Tv-10).



4. RESULTADOS
4.1 Frecuencia de la trichomonosis vaginal en el grupo estudiado.

Del total de las 575 adolescentes estudiadas, en 76 casos (13,2%) se encontré la presencia
parasito, de las cuales 18 fueron excluidas del estudio por presentar otros microrganismos el
asociacion con T. vaginalis. De las 58 restantes, 14 fueron clasificadas como asintométicas, y 44

sintomaticas (13 leves, 15 moderadas y 16 severas).

Se axenizaron un total de 52 aislamientos (12 asintomaticos y 40 sintomaticos de estos 11, 13 y 16 fuerol
clasificados como leves, moderados y severos respectivamente). Se escogieron al azar 10 aislamientos por cada ul
de las 4 modalidades de acuerdo a la puntuacién obtenida segun la clasificacion clinica (Ver tabla 1).



Tabla 1. Caracterizacion de 40 aislamientos de T. vaginalis segun los hallazgos clinicos.
|Cddigo|Puntos|Clasificacio|Presencia e intensidad de sintomas y signos |

| | |nClinica | |
[C91 |0 |Asintomaticol- |
[C129 |0 |Asintomaticol-

[C175 |0 |Asintomaticol-

[C237 |0 |Asintomaticol-

[C239 |0 |Asintomaticol-

[C350 |0 |Asintomaticol-

[C353 |0 |Asintomaticol-

|C356 |0 |Asintomaticol-

[C358 |0 |Asintomaticol-

[C361 |0 |Asintomaticol-

[A59 |5 |Leve |[Leucorrea blanca leve, eritema vaginal leve |
|A163 |5 |Leve |[Leucorrea blanca leve, eritema vaginal leve |
[A170 |5 |Leve |Leucorrea blanca leve, eritema vaginal leve |
|A185 |6 |Leve |[Leucorrea blanca leve, disuria moderada |
[C9 |5 |Leve |Leucorrea blanca leve, eritema vaginal leve |
[C12 |8 |Leve |Leucorrea verde moderada, dispareunia leve. |
[C15 |5 |Leve |Leucorrea verde leve |

[C98 |7 |Leve |Leucorrea moderada amarilla, eritema vaginal leve. |
|C334 |6 |Leve |Leucorrea verde moderada |

|C344 |6 |Leve |Leucorrea verde moderada |

|A5 |13 |Moderado [Leucorrea verde severa, eritema vulvar moderado y vaginal moderado |
[A42 |14 |Moderado |Leucorrea amarilla severa, disuria severa, eritema vulvar leve y vaginal leve |
|A69 |16 |Moderado |Leucorrea verde severa, dispareunia severa, eritema vulvar leve y vaginal moderado
|[C76 |10 |Moderado |Leucorrea blanca leve, eritema cervical leve, vaginal moderado, vulvar leve |
[C147 |10 |Moderado |Leucorrea verde leve, prurito leve, eritema vaginal moderado |
[C190 |10 |Moderado |Leucorrea verde leve, dispareunia moderada, eritema vaginal leve |
[C206 |12 |Moderado [Leucorrea verde leve, disuria leve, dispareunia moderada, eritema vaginal leve
|C240 |14 |Moderado [Leucorrea amarilla leve, disuria severa, dispareunia severa, eritema vaginal leve.
[C247 |12 |Moderado |Leucorrea blanca severa, dispareunia moderada, eritema vaginal severo

|C187 |12 |Moderado |Leucorrea blanca severa, dispareunia severa, eritema vaginal moderado.

|[A47 |20 |Severo |Leucorrea verde severa, prurito leve, disuria moderada, eritema cervical leve, vaginal
|| | |severo y vulvar leve |

|A66 |18 |Severo |Leucorrea verde severa, prurito leve, disuria severa, eritema cervical leve y vaginal |
|1 | [moderado |

[C173 |20 |Severo |Leucorrea blanca severa, disuria severa, dispareunia severa, eritema cervical leve,
|1 | |[vaginal moderadoy vulvar leve |

|[C308 |20 |Severo |Leucorrea amarilla severa, prurito leve, disuria severa, dispareunia severa, eritema
|| | |cervical leve y vaginal leve |

[C313 |20 |Severo |Leucorrea blanca leve, prurito leve, disuria severa, eritema cervical moderado, vaginal
|1 | |severo y vaginal severo |

|C348 |22 |Severo |Leucorrea verde severa, prurito leve, disuria severa, eritema cervical moderado, vaginal |

|1 | |severo y vulvar leve. |

[C349 |20 |Severo |Leucorrea verde severa, dispareunia severa, eritema cervical leve, vaginal severoy
|| | [vulvar moderado |

[C351 |19 |Severo |Leucorrea verde severa, disuria severa, dispareunia severa, eritema cervical leve y
|1 | [vaginal leve |

|C352 |20 |Severo |Leucorrea amarilla severa, prurito leve, disuria severa, eritema cervical severo y vaginal|

|1 | |severo |
[C355 |20 |Severo |Leucorrea verde moderada, dispareunia severa, disuria severa, eritema cervical leve y
|| | |[vaginal severo |



El mejor procedimiento técnico para el diagnostico de la trichomonosis vaginal fue el método de
cultivo in vitro. Se encontré diferencia estadisticamente significativa (P<0,05) entre la proporcién
de casos positivos diagnosticados por este método en comparacién con el frotis directo simple de
exudado vaginal (Tabla 2).

Tabla 2. Relacion de la positividad a T. vaginalis por frotis directo simple del exudado
vaginal y el cultivo in vitro del total de pacientes examinados (n=575). Total de casos
positivos = 76 (13,2%).

|[Técnica empleada  |Positividad |

| INo. |% |
|Frotis directo simple|49 8,52 |
|Cultivo |75 [13,04 |

Se aplico la prueba de comparacion de proporciones, resultando P<0,05.

A pesar de que no hubo diferencia significativa (P>0,05) al aplicar la prueba de comparacion d
proporciones entre los diferentes tiempos de lectura a que fueron expuestos los cultivos, 48 hora:
resulté el tiempo ideal porque permitid en un menor tiempo la deteccion del 100% de los casos
positivos (Tabla 3).

Tabla 3. Positividad de los cultivos de acuerdo con los diferentes tiempos de lectura.

| |24 H |48 H [72 H |

| | I | I
ITOTAL POSITIVOS|71 (94,6%) |75 (100%) |75 (100%) |

I I I I I
75 I I | I

Se aplico la prueba de comparacion de proporciones, resultando P>0,05.



4.2 Resultados de la caracterizacién in vivo

La concentracion ideal para lograr que el mayor nimero de animales llegara vivo y con lesiones
cuantificables al dia de sacrificio fue 8x10¢ parasitos en un mL. Con la concentracion inferior
(4x108 parasitos en un mL) no se pudo observar diferencias entre las lesiones provocadas por lo
aislamientos en los ratones en el tiempo establecido para su observacion y con la concentracio
superior (10x10¢ parasitos/mL) los ratones morian en muy breve periodo de tiempo (Figura 1).

Figura 1. Mortalidad de ratones inoculados con diferentes concentraciones de T. vaginalis por vie
intraperitoneal. Se inocularon 10 ratones por cada concentracion parasitaria. Se utilizé e
aislamiento C-76.

En ninguno de los grupos controles estudiados se encontraron alteraciones o cambios relacionados con las diferente
preparaciones inoculadas como controles (Ver figura 2 A).

De un total de 400 ratones inicialmente inoculados, con concentracién parasitaria de 8x106
parasitos en un mL, 12 murieron (2,4 y 6 de los grupos de sintomaticos leves, moderados \
severos respectivamente) y no pudieron ser analizados por su estado de descomposicién, por |
que se estudiaron un total de 388 ratones. Al realizar la diseccion, se observé una gama d
lesiones que fueron desde un absceso en la superficie de las visceras hasta la destruccion total ¢
parénquima (Figura 2 B). Se encontré la presencia de liquido ascitico (Figura 2 C) en la mayoria
de los ratones examinados.



Figura 2. Se muestran los 6rganos de la cavidad abdominal de los ratones inoculados co
diferentes aislamientos de T. vaginalis. A) Raton perteneciente al grupo control. No se observan
alteraciones en las visceras. B) Raton inoculado con aislamiento del grupo sintomético moderado.
Se observa aumento de volumen de las asas intestinales y abscesos en el pancreas. C) Preser
de liquido ascitico, lo cual fue encontrado en la mayoria de los ratones inoculados.

En la figura 3 se muestran las medias aritméticas de los valores obtenidos por los aislamientos dt
acuerdo a las lesiones producidas en cada ratén, teniendo en cuenta los criterios de puntuacio
empleados para evaluar las alteraciones y dafios en cada animal. En todos los parametrc
analizados pudo comprobarse la existencia de diferencias estadisticamente significativa:
(P<0,0001) entre las lesiones provocadas en los animales de experimentacién de acuerdo al tip
de aislamiento inoculado.

Figura 3. Media aritmética y desviacion estandar de la puntuacion obtenida por los aislamientos
de cada grupo clinico en dependencia del tipo de lesién provocada en los érganos de los ratone
inoculados. Se utilizé la prueba no parametrica de Kruskal-Wallis, para comparar las medias

aritméticas en cada 6rgano analizado (P<0,0001).
cvd: cara visceral del diafragma
cpd: cara parietal del diafragma.

Al analizar las medias aritméticas y desviaciones estandars de la puntuacién total obtenida en los modelos
experimentales de acuerdo a la categoria clinica de los aislamientos, se pudo observar mediante la aplicacion de |

prueba de Kruskal-Wallis que hubo diferencias significativas (P<0.0001) entre las puntuaciones
alcanzadas por cada grupo en dependencia del tipo de aislamiento (Tabla 4).

Tabla 4. Media aritmética y desviacion estandar de la puntuacion
total obtenida por los aislamientos de cada grupo clinico en dependencia del
tipo de lesién provocada en los 6rganos de los ratones inoculados.

|Clasificacion de los |Puntuacién obtenida en los modelos experimentales 7|

|aislamientos | |

| |[No. total de ratones [X (£ DE) |

| |examinados | |
|Asintométicos |200 5.2 (3.54) |
|Sintoméaticos Leves |98 9.2 (4.54) |
|Sintométicos Moderados|96 [13.3 (5.90) |
|Sintoméaticos Severos |94 [22.1 (6.36) |

T Se utilizaron 10 aislamientos por cada categoria clinica y se
inocularon 10 ratones por cada aislamiento.

P<0.0001. (Prueba de Kruskal-Wallis aplicada a las medias
aritméticas y su DE).

4.3 Resultados de la caracterizacion in vitro.



4.3.1 Optimizacion de la técnica ELISA para medir citoadherencia

Las condiciones Optimas seleccionadas para la realizacion de la técnica ELISA fueron las
siguientes: 60 minutos como el tiempo de incubacién de la PMT con el FIXDENAT, bloqueo al
5% con la albumina sérica bovinay 120y 60 minutos como el tiempo de incubaciéon con el
conjugado y el sustrato respectivamente.

El tiempo Optimo de incubacién para lograr la méaxima incorporacion de la BrdU a los parasitos
fue de 16 horas a 37°C, utilizando la BrdU a concentracion final de 10 (M (Figura 4).

Figura 4. Optimizacion del tiempo de incubacién con BrdU para el marcaje de los parasitos.

La curva cuantitativa optimizada para la deteccién de los parasitos marcados con BrdU se muestre
en la figura 5 A. El limite de deteccion se estimd en 914 parasitos. La repetibilidad fue del 2.65%
(0.5%-4.8%) y la reproducibilidad fue de 3.8% (1.3%-6.3%) (Tabla 5). Para los pardsitos

marcados con [3H]-timidina el limite de deteccion se estimd en 1247 parasitos (Figura 5 B). La

repetibilidad fue del 4.5% (2.2%-6.8%) y la reproducibilidad del 6.15% (2.5%-9.8%) (Tabla 5).



Figura 5. Curvas optimizadas para la cuantificacion de los parasitos en los ensayos de adhesion. A: parasito
marcados con BrdU y detectados mediante un ELISA. B: parasitos marcados con [3H]-timidina y detectados
mediante espectroscopia de centelleo.

Tabla 5. Limite de deteccidn, repetibilidad y reproducibilidad para ambos procedimientos de marcaje.
|BrdU |(BH(-Timidina |
|Limite de deteccion. |914 parasitos |1247 parasitos |
|Repetibilidad |2.6% (0.5%- 4.8%) |4.5% (2.2%- 6.8%) |
|(Coeficiente de | | |
|Variacion) | |
|Reproducibilidad.  |3.8% (1.3%-6.3%) |6.1% (2.5%-9.8%) |
|(Coeficiente de | | |
|Variacion) | | |
Enlafigura 6 se muestra la correlacion entre diferentes concentraciones parasitarias adheridas a células HelL,
marcadas indistintamente con BrdU y [3H]-timidina: Se observan dos curvas muy similares cuando se
utilizan uno u otro marcador arrojando un indice de correlacion de 0,97 (R=0,97) lo cual habla a
favor de la posible utilizacion de este método.
Figura 6. Correlacion entre las curvas patrones obtenidas para la cuantificacion de la adhesion de
los parasitos a las células HeLa marcados indistintamente con BrdU y [3H]-timidina. El

coeficiente de correlacion calculado fue de 0.97.

Al correlacionar el nUmero de parasitos que permanecen adheridos a las células HelLa, marcado
indistintamente con BrdU y con [3H]-timidina, para lo cual se emplearon un total de 17
aislamientos de T. vaginalis, el coeficiente de correlacion obtenido fue de un valor de 0,97 (Figura
7).

Figura 7. Correlacién entre el numero de parasitos marcados con [3H]-timidina, que permanecen
unidos a la monocapa de células HeLa y los resultados de los ensayos de adhesion cuando
empled BrdU para el marcaje (0,97). Se emplearon 17 aislamientos de T. vaginalis obtenidos de
adolescentes asintométicas y sintomaticas.

Después de correlacionar los resultados de los ensayos de adhesién empleando pardsit
marcados con BrdU con los resultados de los ensayos empleando parasitos marcados con [3H
timidina se pudo comprobar que la BrdU fue incorporada al ADN parasitario.



4.3.2 Resultados obtenidos en el ensayo de adhesion utilizando los 40 aislamientos:

Los valores de densidad Optica obtenidos para cada uno de los aislamientos fueron interpolados e
la curva patron de absorbancia, obteniendo un aproximado de la cantidad de parasitos adheridos
las células HelLa por cada aislamiento. La media resultante de 3 réplicas por aislamiento en :
experimentos realizados en diferentes momentos permitié obtener una media por grupo clinico lo
cual fue comparado con ayuda del paquete estadistico ESTADISTICA y empleando la prueba de
Kruskall-Wallis.

Se encontrd diferencia estadisticamente significativa (P<0,05) entre la adhesion a células HelLa de Io
diferentes grupos de aislamientos, demostrando mayor grado de adherencia celular e
dependencia del mayor nivel de sintomatologia clinica (Figura 8).

Figura 8. Adhesion de los 40 aislamientos de T. vaginalis a monocapas de células HelLa despue:
de 30 min de incubacion. Se representa el nimero de parasitos adheridos por cada aislamient
segun el grupo clinico. El grupo 1 se corresponde con aislamientos asintomaticos y los grupos 2, 2
y 4 con aislamientos sintomaticos leves, moderados y severos respectivamente.



4.4 Resultados de los ensayos de susceptibilidad in vitro al metronidazol

En condiciones anaerdbicas todos los aislamientos mostraron susceptibilidad al metronidazol. En
condiciones aerdbicas todos los aislamientos excepto el C-352 y el C-240 resultaron susceptibles
al metronidazol. El valor de CIM igual a 50(g/mL para el aislamiento C-352, indica una
disminucién de la susceptibilidad al metronidazol. El valor de CIM igual a 200(g/mL para el
aislamiento C-240, lo identifica como francamente resistente al metronidazol (Tabla 6).



Tabla 6. Resultados del ensayo de susceptibilidad in vitro al metronidazol

lo
|A47
|AB6
|C147
|C15
|AB9
|A185
|C9
|C76
|C12
|C98
|A5
|C129
|C91
|A170
|A42
|C76
|A59
|C173
|C175
|C187
|C190
|C206
|C237
|C239
|C240
|C247
|C308
|C313
|C334
|C344
|C348
|C349
|C350
|C351
|C352
|C353
|C355
|C356
|C358
|C361

|
6,3-6,3
6,3-6,3
10,8-0,8
13,1-3,1
6,3-12,5
13,1-3,1
11,6-3,1
11,6-3,1
13,1-3,1
|0,8-0,8
6,3-6,3
13,1-3,1
10,8-0,8
1,6-1,6
6,3-12,5
13,1-3,1
10,8-0,8
6,3-6,3
13,1-3,1
1,6-1,6
11,6-1,6
13,1-3,1
13,1-3,1
11,6-3,1
6,3-12,5
11,6-3,1
11,6-1,6
10,8-0,8
6,3-12,5
6,3-12,5
13,1-6,3
13,1-3,1
13,1-12,5
13,1-6,3
13,1-3,1
13,1-3,1
13,1-6,3
13,1-6,3
13,1-6,3
6,3-12,5

|Condiciones Anaerdbicas
|Aislamient|CIM* ((g/mL) |CLM** ((g/mL) |CIM* ((g/mL)

|
6,3-6,3
6,3-6,3
|0,8-0,8
13,1-3,1
16,3-12,5
13,1-3,1
11,6-3,1
11,6-3,1
13,1-3,1
10,8-0,8
6,3-6,3
13,1-3,1
10,8-0,8
10,8-1,6
16,3-12,5
11,6-3,1
|0,8-0,8
16,3-6,3
13,1-3,1
|0,8-1,6
1,6-1,6
13,1-3,1
13,1-3,1
11,6-3,1
16,3-12,5
11,6-3,1
1,6-1,6
|0,8-0,8
6,3-12,5
16,3-12,5
13,1-6,3
11,6-3,1
13,1-12,5
13,1-6,3
11,6-3,1
13,1-3,1
13,1-6,3
13,1-6,3
13,1-6,3
16,3-12,5

|
|12,5-12,5
|12,5-12,5
11,6-1,6
13,1-3,1
112,5-12,5
13,1-3,1
6,3-6,3
6,3-6,3
13,1-,3,1
13,1-3,1
[12,5-12,5
13,1-3,1
1,6-1,6
13,1-3,1
|12,5-12,5
13,1-6,3
11,6-1,6
|12,5-12,5
13,1-6,3
13,1-3,1
1,6-1,6
13,1-6,3
13,1-3,1
16,3-6,3
|200-200
13,1-3,1
11,6-3,1
11,6-1,6
|12,5-12,5
16,3-12,5
6,3-6,3
13,1-6,3
|12,5-12,5
6,3-6,3
|50-50
13,1-3,1
13,1-6,3
13,1-6,3
16,3-6,3
|12,5-12,5

|Condiciones Aerdbicas

|
|12,5-12,5
|12,5-12,5
1,6-1,6 |
13,1-3,1 |
|12,5-12,5
13,1-3,1 |
13,1-6,3 |
13,1-6,3 |
11,6-3,1 |
11.6-3,1 |
|12,5-12,5
11,6-3,1 |
1,6-1,6 |
13,1-3,1 |
|12,5-12,5
13,1-6,3 |
11,6-1,6 |
|12,5-12,5
13,1-3,1
3,1-3,1
1,6-1,6
13,1-6,3
11,6-3,1
13,1-6,3
|200-200
3,1-3,1 |
11,6-3,1 |
11,6-1,6 |
|12,5-12,5
6,3-12,5
16,3-6,3 |
13,1-6,3 |
|12,5-12,5
16,3-6,3 |
|50-50 |
11,6-3,1 |
13,1-6,3 |
I
I

13,1-6,3
13,1-6,3
|12,5-12,5

|[CLM** ((g/mL) |

4.5 Resultados de la caracterizacion genética de aislamientos.

4.5.1 Optimizacion de la técnica de RAPD.

Las figuras 9, 10 y 11 muestran las variaciones en los patrones de amplificacion obtenidos en cad:

caso utilizando el cebador TV-1y el aislamiento de T. vaginalis Agg.

En la figura 9 se muestra que al variar las cantidades del cebador y manteniendo constantes lg



concentraciones del resto de los componentes de la reaccion, se observa una relacion entre
concentracion del cebador y la talla del producto. A altas concentraciones de cebador se general
pequefios fragmentos (menos de 500 pb), mientras que a concentraciones mas bajas
amplifican fragmentos adicionales mas grandes. Por eso establecimos 25 pmol en 25 (L de
volumen total de la reaccidon como la concentracién éptima del cebador, para la cual aparece e
mayor numero de bandas con la mayor intensidad.

1 2 3 4 5 6 7

Figura 9 : Patrones de bandas de RAPD obtenidos de un aislamiento de T. vaginalis (A &) al
variar la concentracion del cebador sintético (TV-1) en presencia de 2.5 U de Taq ADN
polimerasay 10 ng de ADN molde. Carril 1, Marcador de Peso Molecular 1V (Boehringer
Mannheim, Germany); Carril 2, 5 pmol ; Carril 3, 10 pmol; Carril 4, 25 pmol; Carril 5, 50
pmol ; Carril 6, 75 pmol ; Carril 7, Control Negativo.

A una concentracion de 5 ng de ADN molde, la cantidad e intensidad de los productos de
amplificacion fue baja por lo cual se incrementd hasta 10 ng. Esta concentracion se establecic
como optima de ADN molde, pues cuando se continu6 aumentando por encima de 10 ng, de
forma progresiva aparecieron menos productos de amplificacién (Figura 10)

Figura 10. Patrones de bandas de RAPD obtenidos de un aislamiento de T. vaginalis (A &) al
variar la concentracion del ADN molde en presencia de 2.5 U de Taq ADN polimerasa y 25 pmol
de cebador TV-1. Carril 1, Marcador de Peso Molecular IV (Boehringer Mannheim, Germany);
Carril 2, 5 ng ; Carril 3, 10 ng ; Carril 4, 25 ng; Carril 5, 50 ng ; Carril 6, 75 ng ; Carril 7, 100 ng;
Carril 8, Control Negativo.

En cuanto a la concentracién de la Taq ADN polimerasa (Figura 11) observamos diferencias en los patrones de
amplificacion al aumentar su concentracion hasta 2 U, valor a partir del cual se mantiene sin modificacién dicho
patron. Esta concentracién fue seleccionada como concentracién 6ptima de la enzima para el estudio al mostrar e
mayor nimero de bandas con la mayor intensidad y con la menor cantidad de enzima.



Figura 11. Patrones de bandas de RAPD obtenidos de un aislamiento de T. vaginalis (A ¢9) al variar [
concentracion de la Taq ADN polimerasa en presencia de 10 ng de ADN molde y 25 pmol de
cebador TV-1. Carril 1, Marcador de Peso Molecular IV (Boehringer Mannheim, Germany );
Carril 2,0.5U ; Carril 3, 1.0 U ; Carril4,1.5 U; Carril 5, 2.0 U; Carril 6, 2.5 U ; Carril 7,
Control Negativo

En el control negativo, que contiene todos los componentes de la reaccion del RAPD excepto el ADN molde, no se
observo ninguna banda de amplificacion. Esta observacion indica que no hubo contaminaciéon en el ensayo.
De la misma forma se comportaron los parametros analizados anteriormente cuando se utilizaron otros cebadore

sintéticos (TV-2 y TV-3) y el aislamiento de T. vaginalis Agg, aunque, como era de esperar, el patrén de

bandas amplificadas a analizar es diferente para cada uno de ellos (datos no mostrados)
La reproducibilidad pudo ser confirmada utilizando las condiciones optimizadas del RAPD con 4 diferentes

aislamientos de T. vaginalis repetidos tres veces en dias diferentes. Como se muestra en la figura 1:
los patrones obtenidos por la repeticion del RAPD en cada aislamiento utilizando el cebador TV-1

resultaron idénticos, esto demostré la alta reproducibilidad del método optimizado. Resultados
similares se obtuvieron al analizar otros cebadores sintéticos (TV-2 y TV-3) (datos no

mostrados).

Figura 12. Patrones de bandas de RAPD obtenidos para cuatro aislamientos de T
vaginalis repetidos tres veces en diferentes dias utilizando las condiciones Optimas. Carril 1,
Marcador de Peso Molecular IV (Boehringer Mannheim, Germany); Carril 2-4, Aislamiento Asg;
Carril 5-7, Aislamiento Cy47; Carril 8-10 Aislamiento Cg; Carril 11-13, Aislamiento Agg.

Resumen de la condiciones optimizadas.

|Tag ADN polimerasa |2.0 U |
|(Boeheringer Mannheim) | |
|Buffer de la Taq ADN  |1x |
|polimerasa | |
|Cebador |25 pmoles |
[Mezcla ANTPs |200 (M |



[IMgCl2 [12.5 mM |
|ADN molde |20 ng |
|[Volumen final |25 (L |

4.5.2 Caracterizacion genética de los aislamientos.

Para determinar la variabilidad genética entre los 40 aislamientos de T. vaginalis se probaron diez
cebadores. Todos los cebadores produjeron patrones distinguibles y reproducibles de fragmento
de ADN amplificados (Figura 13).



pb MM 1 2 3 4 5 6 7 8 910 11 12 13 14 15 16 17 18 19 2021 22 23 24 25 26 27
28 29 30 31 32 33 34 35 36 37 38 39 40 41

b MM 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20 21 22 23 24 25
26 27 28 29 30 31 32 33 3435 36 37 38 39 40 41

pb MM 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 1314 15 16 17 18 1920 21 22 23 24 25 26 27
28 29 30 31 32 33 34 35 36 37 38 39 40 41



pb MM1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20 21 22 23 24 25 26
27 28 29 30 31 32 33 3435 36 37 38 39 40 41

pb MM1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 1516 17 18 19 20
21 22 23 2425 26 27 28 2930 31 32 33 34 35 36 37383940 41

pb MM 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20 21 22 23 24 25
26 27 28 29 30 31 32 33 34 35 36 373839 40 41

pb MM 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20 21 22 23 24 25 26
27 28 29 30 3132 33 34 35 36 37 38 39 40 41



pb MM 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20 21 22 23 24 25 26
27 28 29 30 31 32 33 34 35 36 37 38 39 4041

b MM 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 1516 17 18 19 20 21 22 23 24 25 26 27
28 29 30 31 32 33 34 35 36 37 38 39 40 41

pb MM 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20 21 22 23 24 25
26 27 28 29 30 31 32 33 34 35 36 37 38 39 40



Figura 13. Patrones de ADN polimdrfico amplificado al azar generados por los cebadores Tv-1, Tv-2, Tv-3, Tv-5,
Tv-6, Tv-7, Tv-8, Tv-9, Tv-10 de 40 aislamientos de T. vaginalis. Carril MM: Marcador de Peso
Molecular IV (Boehringer Mannheim, Germany), Carril: 1- 40: Aislamientos C91, C129, C175,
C237, C239, C350, C353, C358, C356, C361, A59, A163, A170, Al185, C9, C12, C15, C98,
C334, C344, C76, A69, A42, C240, C206, C187, C247, C190, C147, CA5, A66, C308, C173,
C355, C352, C351, C348, C349, C313, A47, Carril 41: Control Negativo.



De las 124 bandas reproducibles generadas por estos diez cebadores, 117 mostraron polimorfismo entre los 4
aislamientos analizados y solo 7 se encontraron presentes en todos los aislamientos. El dendograma basado en
distancia genética de Jaccard fue construido a partir de los datos de RAPD para indicar la relaciéon filogenética entre
los aislamientos (Figura 14).

Figura 14. Dendograma obtenido por el analisis de UPGMA segun el Coeficiente de Similitud de Jaccard a partir de

los datos de RAPD de 40 aislamientos de T. vaginalis. Linea discontinua: valor de corte.

En todos los casos se muestra el polimorfismo entre los aislamientos y los marcadores genéticos especificos para cac
grupo.

Cuatro grupos genéticamente distinguibles fueron obtenidos: Uno de ellos agrupa a todos los aislamientos d
pacientes asintomaticos referidos seguin la clinica. Los otros tres se corresponden con los aislamientos de paciente
sintomaticos que quedaron distribuidos en 3 grupos genéticamente distinguibles. Se muestra una correlaciéon con |
clasificacién clinica realizada a las pacientes teniendo en cuenta los sintomas y signos que permitieron la separaciol



de los aislamientos de pacientes en 4 grupos (asintomaticos y sintomaticos leves, moderados y severos) (Tabla 7).

Tabla 7. Marcadores genéticos de RAPD obtenidos en la caracterizacion de los aislamientos, segin el grupo clinicc
de las pacientes.

[No. de |Analisis |Marcadores genéticos de RAPD |
laislamiento  |RAPD | |
[segin grupo | | |

[clinico | | |

|Grupo |Grupo1 | ||
|asintomatico |C91 [ | ]
|C91 |C129 | | ]
|C129 [C175 [702 pb Tv-1 [
|C175 |C237 [421 pb Tv-3 | ]
|C237 |C239 [3027 pb  Tv-3 | ]
|C239 |C350 [1400 pb  Tv-9 | ]
|C350 |C353 [ | ]
|C353 |C358 [ | ]
|C358 |C356 [ | ]
|C356 |C361 [ | ]
|C361 | | ||

|Grupo leve  [Grupo 2 | | ]
|C15 |C15 [1724 pb  Tv-3 | ]

|C334 |IC334  [700pb  Tv-4 | |



|C344 |C344  |963pb  Tv-1 | |

|cos |co8 389 pb  Tv-6 | |
|C12 |c12 |421pb  Tv6 | |
|C9 |C9 |480pb  Tv-6 | |
|A59 |A59 1723 pb  Tv-7 |
|A170 |JAL70  |2630pb  Tv-7 |
|A163 |JA163  |605pb  Tv-9  |490 |
|A185 |A185 | Ipb |

| | | [Tv-5 |

I I I (I
|Grupo Moderado |Grupo 3 | |

|A5 |AS |2418 pb  Tv-3 |
|C147 |C147  |516pb  Tv-4 | |
|C190 IC190  |81lpb  Tv-4 | |
|C247 |C247  |1000pb  Tv-4 |
|Cc187 |IC187  [628pb  Tv-6 | |
|C206 |C206  |1685pb  Tv-6 |
|C240 |C240  [2690pb  Tv-6 |
|IC76 |C76 |754pb  Tv-7 | |
|A42 |A42 |1489 pb  Tv-8 |
|A69 |A69 | ||

I I | (I
|Grupo Severo  |Grupo4 [1231pb |1489pb | |

|A47 |A47 [Tv-2 [Tv-8 |
|C313 |C313 [534pb  |2320pb | |
|C349 [C349 [Tv-3 [Tv-8 |
|AG6 |A66 [1360pb  |2690pb | |
|C348 |C348 [Tv-3 [Tv-8 |
|C351 |C351 [421 pb  |720 pb [
|C352 |C352 [Tv-4 [Tv-9 |
|C355 |C355 [773 pb  |925 pb |
|C173 [C173 [Tv-4 [Tv-9 |
|C308 |C308 [495pb  |1020pb | |
| |Tv-6 [Tv-9 | ]

[690 pb  [1493pb | |
|Tv-7 [Tv-10 |
[895pb  [1587.3pb | |
|Tv-6 [Tv-10 | ]
[2915pb | (I
[Tv-7 | |

I I |

Marcadores genéticos especificos de RAPD aparecieron en cada uno de los 4 grupos obtenido
estos se observan en todos los aislamientos de un mismo grupo y no se encuentran en el resto ¢
los aislamientos analizados. Los aislamientos agrupados genéticamente que se correlacionan cc
el grupo de aislamientos asintoméaticos presentaron 4 marcadores genéticos especificos, 9 en cac
uno de los grupos sintomaticos leves y sintomaticos moderados y 17 en el grupo de sintomaticos

severos como se observa en la Tabla 7.
La amplificacion de productos de RAPD con el cebador Tv-5, mostré una banda especifica de 490pb que aparece el
todos los aislamientos sintomaticos y no se amplifica en ninguno de los aislamientos asintomaticos.



5. DISCUSION

Las ITS, diferentes al VIH/SIDA representan también un serio problema de salud publica. La
situacion especifica de infecciones producidas por T.vaginalis no ha sido estudiada cor
profundidad en nuestro medio y los resultados que aportan las publicaciones internacionales
muestran que no se ha logrado un concreto y completo estudio del comportamientc
epidemiologico de la trichomonosis en la sociedad en general. Cuando se analizan las tasas ¢
prevalencia de las ITS de acuerdo a los diferentes grupos de edades, los adolescentes ocupan |
mas altos indices de riesgo de contraer estos tipos de infecciones. Estas enfermedades en |
Estados Unidos representan un significativo problema de salud en este grupo poblacional y se
consideran una importante causa de morbi-mortalidad. Anualmente a nivel mundial 2,5 millones
de adolescentes contraen ITS entre las cuales la trichomonosis vaginal ocupa un importante luga

(Krowchuk, 1998) .

Consideramos que el asesoramiento de los jovenes en temas relacionados con las ITS debe estar dirigit
fundamentalmente a insistir en lo importante que resulta disminuir la exposicion y reducir la eficacia de la
transmision de estas infecciones. Estos dos factores son considerados de primer orden a tener en cuenta en
prevencion de estas enfermedades.

Para nosotros resultd importante conocer que en el grupo de adolescentes estudiadas se encontrara una frecuencia
trichomonosis de un 13,2%. Esta cifra es muy parecida a la reportada por Krowchuk en 1998, quien en una revision

sobre agentes etiologicos de las ITS, informo tasas de infeccion entre 8 y 16% para T. vaginalis en adolescente:
femeninas sexualmente activas (Krowchuk, 1998). Coincide ademas con el reporte realizado por
Ohlemeyer et al., en ese mismo afio, quienes encontraron que en 467 adolescentes estudiadas,
15,6% resultaron positivas a infeccién por T. vaginalis (Ohlemeyer et al, 1998).

El método mas comun para el diagndstico de la trichomonosis vaginal se basa en la observaciol
microscoépica del protozoo por frotis directo simple del exudado vaginal. Este método es el mas
conveniente desde el punto de vista del costo- efectividad diagndstica, pero estd lejos de ser ¢
procedimiento 6ptimo en términos de confiabilidad debido a su baja sensibilidad. EI método de
cultivo in vitro esta considerado como la "regla de oro" para estos fines, lo que fue confirmado
por nuestros resultados pues a través de este procedimiento se detectd el mayor nimero de cas
positivos a T. vaginalis.

El método utilizado para la clasificacion clinica de aislamientos del parasito propuesto por
Garber y Lemchuk-Favel (Garber y Lemchuk-Favel, 1990) y modificado por nuestro grupo de
trabajo, demostro ser Util, aportando un analisis integral de la sintomatologia de la infeccion. Este
procedimiento pudiera ser utilizado en estudios futuros donde se requiera este tipo de analisis.
Con la finalidad de medir la virulencia in vivo de aislamiento de T. vaginalis se ha utilizado la
infeccion experimental en ratones por inoculacion extravaginal del parasito, utilizando las vias
subcutaneas e intraperitoneal. Los resultados en cuanto a cual de las dos vias es la mas util sc
controversiales. En nuestro estudio escogimos la via intraperitoneal teniendo en consideracion que
aporta un mayor grado de informacion relacionada con las lesiones de érganos y cavidade:
adyacentes, en lugar de una inoculacion mas superficial en la piel (via subcutdnea), que sol
aporta informacién muy localizada (Cavier et al, 1972; Toyos, 1974; Escario et al, 1995; Nogal

et al, 1997; Gémez-Barrio et al, 2002).

El hecho de no haber encontrado alteraciones o cambios en los grupos controles habla a favor de que las alteracione
y dafios encontrados en la cavidad abdominal de los ratones inoculados fueron resultado de la accion directa de
parasito, que fue capaz de colonizar y sobrevivir en la cavidad; lo que fue confirmado por la observacion
microscépica del parasito en las lesiones. La inyeccién de parasitos utilizando medio sin suero fue para facilitar la
accion de las proteasas que desenmascaran las adhesinas localizadas sobre la superficie de los mismos, las cuales



permiten unirse a las células del huésped (Arroyo y Alderete, 1989).

La concentracion parasitaria ideal fue del orden de 8 x 108 parasitos/mL, con lo que logramos que el mayor
namero de animales llegara vivo al dia del sacrificio. Cavier et al., emplearon in6culos del orden
de 1x 106 con el gran inconveniente de tener que extender sus ensayos hasta tres seman
después de haber iniciado el mismo (Cavier et al, 1972). Gold, en sus experimentos utiliza
in6culos con un namero de parasitos del orden de 10 x 106, y también sacrifica los animales a
séptimo dia (Gold, 1993). En nuestra experiencia, esta concentracion parasitaria por inoculo no
resulté util debido a la gran cantidad de animales que mueren antes del dia designado para e
sacrificio.

El curso de la infeccién provocada en el animal de experimentacion después de la inoculacion intraperitoneal de T.
vaginalis puede variar con la virulencia de la cepa parasitaria empleada y con la susceptibilidad
del modelo animal. Algunas veces la infeccion no es fatal, en otras ocasiones los animales puedel
morir antes que la lesién esté completamente desarrollada, otras veces las lesiones estan limitads
0 no se extienden demasiado, ni tampoco aparecen en varios organos al mismo tiempo (Kulda
1990).

Los cambios histopatol6gicos que acompafian una infeccion intraperitoneal por T. vaginalis en ratones pueder
ser basicamente divididos en tres tipos, reflejando la virulencia de la cepa utilizada. Segun Kulda
(Kulda, 1990), en los ratones inoculados con cepas altamente virulentas, predominan los cambio:
inflamatorios exudativos, la invasion de 6rganos abdominales se presentard con necrosis y e
delimitaciéon de las lesiones resultara muy pobre haciéndose extensiva e invadiendo zonas el
contacto con los tejidos del huésped. Los cambios patologicos provocados por cepas de moderad
virulencia, estan asociados con una produccion de exudado fibrinopurulento, los dérganos
abdominales son invadidos, pero la extension de las lesiones estara limitada, la peritonitis puede
ser la causa de muerte. Las infecciones con cepas de baja virulencia, son caracterizadas por ul
exudacion minima, puede existir invasion a 6rganos pero cuando aparece, es minima. El auto
sugiere que en este tipo de infeccion los parasitos pueden persistir encapsulados en la lesidn pc

algunas semanas.

En nuestros experimentos encontramos resultados muy parecidos a los planteados por Kulda (Kulda, 1990), pue
aunque en magnitudes diferentes en los cuatro grupos de ratones fue posible encontrar algin tipo de lesion en lo
organos de la cavidad abdominal provocada por la inoculacion de aislamientos de los parasitos. La intensidad de las
lesiones provocadas en el animal parecen estar relacionadas con la virulencia de cada aislamiento. Estos resultadc

también coinciden con los obtenidos recientemente por Gomez-Barrio et al., quienes encontraron una amplia
variabilidad de lesiones provocadas en las visceras abdominales en los ratones d
experimentacion. Ellos también encontraron relacién entre la magnitud de la lesién y la posible
virulencia de los aislamientos inoculados (Gomez-Barrio et al, 2002); aunque ambos utilizaron un

menor nimero de aislamientos que nosotros.

Nuestros resultados demuestran una buena correlacion entre el dafio producido por los aislamientos de T
vaginalis en los ratones, de acuerdo a la clasificacion clinica de las pacientes de las cuales fuerol
obtenidos los aislamientos.

Trichomonas vaginalis infecta el epitelio escamoso del tractus genital. EI mecanismo exacto por
el cual parasita los tejidos y produce enfermedad no se conoce con exactitud. Algunos autores
coinciden en que la adhesion del parésito a las células epiteliales vaginales constituye el pas
inicial y practicamente un requisito indispensable para el desarrollo de la infeccién (Heat, 1981,

Alderete y Pearlman, 1984 ; Alderete y Garza, 1985; Krieger et al, 1985; Gonzalez et al, 1995;

Alderete y Garza, 1998).

Beachey en 1990 planted que la adhesion es un proceso esencial para la colonizacion y persistencia del patdgen
(Beachey, 1990). Ese mismo afio, fue demostrado que la adhesion facilita importantes funciones como la citotoxidad
y que ademas provee una superficie para la realizacién de la division celular (Honigber, 1990).



Se ha planteado que lineas celulares como HelLa, MDCK y cultivos de células humanas del epitelio vaginal pueden
ser parasitadas por trofozoitos de T. vaginalis, o cual ha permitido utilizarlas en ensayos para medi
interaccidn con los parasitos (Alderete et al, 1998).

Alderete et al., demostraron que el parasito reconoce y se une a las células HelLa, de un mod
similar o idéntico al que se ha descrito con cultivos primarios de células epiteliales vaginales
(CEV). Desde entonces, el modelo de la unién de T. vaginalis a las células HelLa ha sidc
ampliamente empleado por los investigadores y ha permitido conocer y profundizar en los
mecanismos de union del parasito a las células hospederas (Alderete et al, 1998). En todos lo
casos se sugirid que el efecto patogénico del parasito sobre cultivos celulares puede ser pc
contacto directo o por la liberacion de ciertos componentes como son las proteasas y glicosilasa:
encontradas en extractos del parasito y que juegan un papel importante en la modulacién de I
interaccidon de Trichomonas con las células epiteliales. La adicion de inhibidores de proteasas a
medio de incubacion reduce la destruccidn de las células epiteliales por T. vaginalis, lo que
demuestra la importancia de las proteasas en este proceso. Esta interaccion también depende ¢
tiempo, de la temperatura y del pH (Arroyo et al, 1992).

En los ensayos in vitro para medir citoadhesion, se hace necesario el marcaje de los parasito
para diferenciarlos del tipo celular empleado. Generalmente, se utiliza el marcaje radioactivo de
los paréasitos con (3H(-timidina (Alderete y Garza, 1985) o con (35S(-metionina (Krieger et
al, 1990). El empleo de este tipo de marcaje posee algunas desventajas, como por ejemplo, lo:
problemas inherentes a la manipulacion de radiois6topos, el requerimiento de equipamientc
especializado y el elevado costo econdmico. Estos problemas, nos llevaron a la busqueda d
alternativas no radioactivas que nos permitieran realizar estos ensayos.

Varios autores han demostrado que T. vaginalis, para su crecimiento necesita uridina, ademas d
otros nucledtidos (Linstead, 1981; Heyworth et al, 1984).

Posteriormente Harris et al., postularon que T. vaginalis contiene dos transportadores diferentes
para los nucledtidos: Un transportador que se cree que acomoda adenosina y nucledsidos d
pirimidina, mientras el otro muestra alta afinidad por la uridina y posee un sitio separado para el
transporte de guanosina (Harris et al, 1988). Todo esto nos hizo pensar en la posibilidad de pode
utilizar la BrdU para el marcaje de T. vaginalis en ensayos de adhesion, la cual quedaria
incorporada a las células en proliferacion durante la sintesis de ADN y nos permitiria estudiar la
citoadhesion sin necesidad de utilizar isotopos radioactivos.

Nuestros resultados demuestran que la BrdU fue incorporada por T. vaginalis y esto permitid la
deteccidn y cuantificacion de los parasitos que permanecen adheridos a la monocapa de célula
HelLa. Una vez optimizado el marcaje con 5-bromo-2-'deoxiuridina y la deteccién posterior de los
parasitos unidos a células HelLa, mediante la realizacion de un ensayo inmunoenzimatico sobre
fase solida (ELISA) cuantitativo, se procedi6 a estudiar si existia relacion entre los resultados de
los ensayos de adhesion y la presentacion clinica de los 40 aislamientos del parasito.

Alderete et al., no encontraron interrelaciéon entre la adhesién de los parasitos a CEV con la
leucorrea y el grado de inflamacién pélvica presente en 8 de las 60 pacientes analizadas. Estc
ensayos se llevaron a cabo contando los parasitos unidos a células epiteliales vaginales pc
campos microscopicos, lo cual resulta poco confiable por el grado de subjetividad que incluye
esta forma de conteo visual de los parasitos adheridos a células.(Alderete, 1988).

Posteriormente, Krieger et al., tampoco detectaron interrelacion entre el grado de adhesion de los
parasitos y las manifestaciones clinicas, empleando parasitos marcados con 35S-metionina
células HeLa como modelo de CEV. En este trabajo solo se valoraron como sintomas clinicos, la
presencia de leucorrea o de eritema en un pequefio niumero de aislamientos (Krieger et al,1990).
Gilber et al., demostraron que los aislamientos de T. vaginalis provenientes de pacientes



asintomaticos o con vaginitis fueron capaces de destruir las CEV. Ellos consideraron que en
mayor 0 menor grado esta accion es favorecida no solo por una produccion diferencial de las
adhesinas sino también por la presencia en los parasitos de otros factores que pudieran modul:

los eventos de reconocimiento, adhesion vy lisis de las células (Gilbert et al, 2000).
En nuestros experimentos se utilizé un elevado nimero de aislamientos y se analiz6 la presentaciéon clinica como ur

todo, pues cada paciente presentaba varios sintomas y signos a la vez y todos compatibles con una infeccién por
vaginalis. Ademas el procedimiento para cuantificar los parasitos adheridos a células HelLa se
realizo de forma automatizada lo cual excluye elementos subjetivos en la lectura e interpretacion
de los resultados. Este tipo de analisis probablemente haya contribuido a que encontraramos un
relacion estadisticamente significativa entre el grado de adhesion a las células Hela er

dependencia de las caracteristicas clinicas de procedencia del aislamiento.

Nuestros resultados confirman que la adhesién de los parasitos a las células HeLa constituye una posible medida de
grado de virulencia, refleja lo que ocurre en la paciente con trichomonosis y sugiere que el amplio espectro en la
sintomatologia puede deberse a factores intrinsecos del parasito sin dejar de pensar en factores del hospedero cor
los relacionados con su inmunidad.

Continuamente se reportan nuevos hallazgos relacionados con la adhesion, por ejemplo el hecho de que el tratamient

con peryodato impida la unién de T. vaginalis a las células, sugiere la participacién de glicoconjugados
en la adhesion del parasito a las células del hospedero (Gilbert et al, 2000). Estudios adicionale:
son necesarios para descubrir todos los elementos del parasito y de las células del huésped qt
participan en el reconocimiento y en la unién.

El metronidazol es el medicamento de eleccidén y el mas ampliamente utilizado en el tratamiento
de la trichomonosis. A pesar de esto, existen evidencias de que T. vaginalis, ciertas bacterias \
otros parasitos, pueden desarrollar resistencia contra este medicamento (Muller, 1992; Liu et al,
2000; Rasoloson et al, 2001; Jenks y Edwards, 2002). Los mecanismos por los cuales s

desarrolla resistencia al metronidazol, no son bien conocidos (Dunne et al, 2003).
El primer reporte de fallo del tratamiento de la trichomonosis urogenital utilizando metronidazol fue realizado en

1979 por Meingassner et al., (Meingassner et al, 1979). Posteriormente, se ha continuado reportand
respuestas inadecuadas al tratamiento.

En la literatura no existe ningin esquema ampliamente aceptado para realizar los ensayos d
susceptibilidad y la interpretacion de la CIM y la CLM es controversial. En nuestro caso
empleamos la metodologia de Meingassner y Thurner (Meingassner y Thurner, 1979) una de las
mas difundidas, y la observacion al microscopio invertido de los cultivos in vitro que
proporcionan la evidencia de la presencia 0 ausencia de parasitos viables (Meingassner et a
1978; Upcroft y Upcroft, 2001).

El limite fijado para la CLM para diferenciar entre aislamientos obtenidos de pacientes con
trichomonosis curable con metronidazol o resistente a este tratamiento es variado. Algunos
autores plantean que cuando el valor para la CLM excede los 25 (g/mL indica una reduccién de la
sensibilidad del parasito (Cerkasovova et al, 1986). Sin embargo, la mayoria coincide en que los
aislamientos derivados de casos con fallos de tratamiento casi siempre muestran CLM ( 10C
(g/mL en condiciones de aerobiosis, lo cual han considerado como una resistencia parcial , pue:
en condiciones de anaerobiosis se han mostrado susceptibles (Meingassner, 1983 ; Muller et a
1988; Land et al, 2002; Dunne et al, 2003). En nuestro caso, el aislamiento Tv-240 que pertenece
al grupo de aislamientos procedentes de paciente clasificadas como sintomaticas moderadas
resulté francamente resistente in vitro. En esta paciente se logro la curacion desde el punto d
vista clinico y de laboratorio, después de un segundo ciclo de tratamiento con metronidazol pero
con la dosis duplicada. La paciente de la cual se obtuvo el aislamiento Tv-352 cur6 después de ur
segundo tratamiento con dosis normal de metronidazol. Este aislamiento era del grupo de
pacientes sintomaticas severas.



Se ha planteado que la aparicién de cepas de T. vaginalis, resistentes al metronidazol no alcan:
proporciones epidémicas, tal vez porque con la aparicion de la resistencia el parasito se debilita
se dificulta su transferencia y contaminacion de otras personas (Upcroft y Upcroft, 2001). Es
importante destacar que la gran mayoria de los aislamientos estudiados resultaron sensibles ¢
metronidazol, lo cual habla a favor de que continda siendo el medicamento de eleccion para e
tratamiento de esta parasitosis y que la resistencia se presenta en casos aislados. No obstante
resultados de este estudio realizado por primera vez en Cuba, indican la presencia de aislamientc
de T. vaginalis resistentes al metronidazol en nuestro pais, lo cual sefiala la necesidad d
profundizar en las causas de fallos de tratamiento en los pacientes, para diferenciar la presencia d
un aislamiento resistente e imponer el tratamiento adecuado.

El polimorfismo genético de aislamientos de T. vaginalis ha sido demostrado utilizando diferentes
procedimientos: Hibridizacion molecular (Ryu et al, 1998), la secuenciacion del gen ribosomal
(Snipes et al, 2000) y la técnica de RAPD (Vanacova et al, 1997; Snipes et al, 2000 ; Hampl et
al, 2001). Esta ultima ofrece ventajas para la rapida caracterizacién genética de los aislamientos
las cepas, pues no necesita informacion de la secuenciacion del ADN, ademas de tener una gra
sensibilidad si se compara con otros métodos moleculares empleados en la caracterizacio
gendmica. (Van Belkum et al, 1993; Papp et al, 1997; Lin, 1998). Otra de las ventajas es que se
compara el polimorfismo en multiples sitios del genoma en lugar del polimorfismo en un solo
sitio o locus. El resultado del estudio en un solo locus puede conducir a un error ya que la
filogénesis de un gen puede diferir de la filogenia de la especie .

El RAPD es un método suficientemente sensible para detectar el polimorfismo genético del ADN
gendmico producto de inserciones nucleotidicas simples o multiples, deleciones o sustituciones.
Sin embargo, la optimizacion de determinados reactantes de la reaccién de amplificacion tales
como la concentracion del cebador, de ADN molde, de la Tag ADN polimerasa y de magnesio,
son necesarias para que exista una reproducibilidad de los productos amplificados, que se traduc
en obtener los verdaderos patrones de amplificacidon. Existen otros dos factores que afectan dich
reproducibilidad y que se tuvieron en cuenta en este estudio: la temperatura de hibridizacion y el
namero de ciclos termales (Dias-Neto et al, 1993; Meunier y Grimont, 1993 ; Penner et al, 1993).
Cuando se incrementé la concentracion del cebador, la intensidad de las bandas de larga tall
decrecieron y aumento la intensidad de las bandas pequefas. Tales diferencias en la amplificacié
ocurren porque al existir mas cebador disponible, este se une a mas sitios en el ADN, de ahi qu
los fragmentos pequefios se favorezcan aumentando el numero de bandas y los grand
disminuyan. Cuando se utilizan bajas concentraciones de cebador, este puede agotarse antes que
reaccion se complete, de ahi que se obtenga un menor niumero de bandas amplificadas (Steffen
al, 1999). Estas variaciones hacen necesario determinar la concentracion Optima del cebadol
constituyendo este un importante elemento a tener en cuenta para la obtencién de patrones con
mayor nimero de bandas reales y reproducibles.

La cantidad y la calidad del ADN son factores de los cuales también depende la reproducibilidad
de la técnica del RAPD. Este ensayo sigue el principio de que cualquier cebador puede amplificar
el ADN de cualquier organismo y para ello requiere cantidades muy pequefas, de ahi Ig
importancia del control estricto sobre la pureza del ADN, lo que permite obtener patrones claros
y discriminatorios. En nuestro trabajo utilizando el método de extraccion con fenol-cloroformo
obtuvimos muestras de ADN libre de contaminacion (datos no mostrados) y patrones de RAPD
de una alta calidad. Para la mayoria de los organismos entre 10y 100 ng de ADN purificado es
suficiente para obtener patrones de RAPD complejos y reproducibles (Dias-Neto et al, 1993).
Elevadas cantidades de ADN usualmente inhiben la amplificacion al existir una competencia del



cebador por el ADN molde (Micheli et al, 1994), por lo que se deben probar diferentes cantidades
cuando se usan organismos que no han sido previamente investigados, no solo para asegurar
mayor nimero de bandas, sino también para confirmar la fidelidad de las condiciones del PCR. Al
analizar diferentes concentraciones de ADN entre esos valores descritos, observamos un
disminucién de la intensidad de las bandas y un menor numero de productos de amplificacion &
partir de 10 ng por lo que seleccionamos este valor para nuestros experimentos.

Otro de los factores que afecta la reproducibilidad de los patrones de RAPD es la calidad de la
Tag ADN polimerasa. Se ha descrito la presencia de productos de amplificaciébn en los controles
negativos (Meunier y Grimont, 1993 ; Carlton et al, 1995; Howard et al, 1996) como resultado de
la amplificacion de ADN de T. aquaticus que contaminan la Taqg ADN polimerasa utilizada en la
reaccion (Bottger, 1990). En nuestro estudio, en los controles negativos, no se observaron banda
de amplificacion lo que indico la calidad de la Taq ADN polimerasa utlizada y la no
contaminacion durante los ensayos. Tuvimos en cuenta ademas la optimizacion de |
concentracion de la enzima utilizada. La intensidad de las bandas de amplificacion se increment¢
al aumentar la concentracion de la enzima hasta 2 U; valor a partir del cual los patrones de banda
se hacen independientes de la concentracion de la enzima. El valor maximo probado fue 2,5 U, vz
gue concentraciones superiores provocan la disminucién de la especificidad (Steffen et al, 1999).
Park y Kohel en 1994, demostraron que ocurrian cambios en los patrones de RAPD obtenidos al
variar la concentracion de MgCl, de la mezcla de reaccidén y encontraron como rango 6ptimo el de
1.5 mM a 45 mM después de analizar 200 cebadores. A partir de este estudio se utilize
mayormente 1.5 mM (Park y Kohel, 1994). En nuestro experimento empleamos un tampon de
amplificacion que contenia MgCl, a una concentracion de 1.5 mM.

La temperatura de hibridizaciéon y el nimero de ciclos termales fueron otros de los parametros que
se evaluaron en el estudio. Se utilizé una temperatura de hibridizacién de 35 (C que corresponde ¢
la temperatura de disociacion de los cebadores utilizados. Temperaturas mas altas impiden |
amplificacion de cebadores de 10 bases (Williams et al., 1990), de ahi que se utilice en el RAPD
temperaturas de hibridizacion bajas (34(C-36(C) para asegurar el niUmero maximo de cebadores
en el evento de unién y la generacion del mayor nimero de fragmentos de amplificacion del ADN
(Atienzar et al, 2000). EI numero de ciclos termales utilizados corresponde a estudios realizados
anteriormente (Vanacova et al, 1997). Un incremento del niumero de ciclos puede producir
acumulacion de productos no especificos (Steffen et al, 1999).

Como el método del RAPD alcanza una alta aplicacion en estudios de variaciones genéticas e
poblaciones naturales, la presencia de bandas falsas llevaria a la sobrestimaciéon de los niveles d
variacion y serian interpretadas como variaciones reales.

Varios son los factores que se han tenido en cuenta para establecer o no correlacién con ¢
polimorfismo o diferencias genéticas entre cepas Yy aislamientos de T. vaginalis y para lo cual se
ha utilizado la técnica de RAPD. Entre estos factores se citan la ubicacion y el origen geografico
de los aislamientos, el grado de susceptibilidad al metronidazol, la presencia de ARN viral dentro
de T. vaginalis y con menor relevancia se ha mencionado la presencia de Mycoplasma dentro de

parasito (Hampl et al, 2001).
La presencia de virus dentro del parasito fue identificada por primera vez por Wang y Wang en 1985 (Wangy Wang,

1985). Similares hallazgos han sido reportados en cepas de Giardia lamblia (Miller et al, 1988), Babesia
spp. (Hotzel et al, 1995) y Leishmania spp. (Widner y Dooley, 1995).

Vanacova et al., utilizaron la técnica de RAPD para la caracterizacion de especies y cepas de T
vaginalis. Estos autores encontraron correlacion genética entre cepas de T vaginalis de diferente:
origenes geograficos ademas de significativa concordancia entre los hallazgos clinicos y los
cambios histopatoldgicos encontrados en las biopsias ectocervicales de las pacientes, asi com



entre la genética y la resistencia al metronidazol. Sin embargo, no encontraron concordancia entre
la relacion genética y la presencia o ausencia del ARN viral dentro del parésito ni tampoco entre
la genética y la virulencia de las cepas. A pesar de estas observaciones, estos autores reconoc
gue la cantidad de muestras examinadas fue muy pequefia e indican que el RAPD puede s
exitosamente utilizado en estudios epidemioldgicos integrales, donde se incluyan todas estas
variables al mismo tiempo (Vanacova et al, 1997).

Snipes et al., en sus estudios sobre la epidemiologia molecular de aislamientos clinicos de T
vaginalis resistentes al metronidazol, encuentran correlacién entre las agrupaciones genéticasy e
origen de los aislamientos (diferentes continentes) y también con la resistencia al metronidazol.
En ese estudio también se reporta correlacion con la presencia de ARN viral dentro del parasito
No reportaron correlacion entre la variabilidad genética y las manifestaciones clinicas (Snipes et
al, 2000).

Mas recientemente, Hampl et al., también auxiliandose del RAPD, estudian un total de 20 cepas de T
vaginalis procedentes de 8 paises diferentes. En sus resultados reportan gran correlacion entre «
origen geografico de las cepas y la intensidad de las manifestaciones clinicas de las paciente
portadores de la parasitosis y su respuesta al tratamiento habitual con metronidazol. Sin embargo
no reflejan correlacion con la virulencia la cual miden con procedimientos similares a los
realizados por nosotros para conocer el comportamiento in vivo de aislamientos del parasitc
utilizando el ratdn como modelo biolégico. Tampoco reportan correlacidbn con la presencia de
ARN viral dentro del parasito (Hampl et al, 2001).

Los trabajos mencionados con anterioridad, son los Unicos resultados de investigaciones que s
reportan en la literatura a nivel internacional, que incursionan en la posible correlaciébn genética
de aislamientos y cepas de T. vaginalis con diferentes parametros y condicionales biolégicas que
se presentan en el curso de la trichomonosis vaginal y que pueden determinarse utilizando I
técnica de RAPD.

En nuestra investigacion incluimos un numero de aislamientos mucho mayor que en las
investigaciones citadas anteriormente, ademas esta el significativo hecho de que todos lo
aislamientos utilizados tenian un mismo origen geografico. Nosotros encontramos una correlaciéon
entre los resultados de la caracterizacion genética obtenidos por RAPD vy la clasificacion segun las
manifestaciones clinicas en los 40 aislamientos analizados. Estos resultados apuntan hacia |
utilidad de este tipo de estudio molecular en el hallazgo de marcadores genéticos de T. vaginalis .
En este sentido, en nuestro estudio se encontré una banda de 490 pb hallada solamente en I
aislamientos procedentes de pacientes sintomaticas, constituyendo el primer reporte de un posibl
marcador genético de patogenicidad de la infeccion por T. vaginalis. Al denominar esta banda de
490 pb como posible marcador genético lo hacemos de forma conservadoray no categdérica pue
consideramos que seria bueno buscarla en otros grupos poblacionales, asi como en otras zonas
nuestro pais e incluso en poblaciones de otras latitudes geogréficas, teniendo en cuenta que ¢
han encontrado variaciones genéticas entre aislamientos de T. vaginalis de diferentes partes de
mundo (Vanacova et al, 1997).

Consideramos que estudios futuros son necesarios para dilucidar la importancia de este marcadc
genético u otros encontrados en los diferentes grupos, para de esta forma aportar nuevos datos
conocimiento de la patogénesis de esta enfermedad.

El comportamiento de los 40 aislamientos del parasito empleados en este estudio arrojaron une
estrecha correlacion entre los resultados obtenidos en funcién de la caracterizacion biolégica y las
manifestaciones clinicas que presentaron las pacientes de las cuales fueron obtenidos I
aislamientos. Estos resultados guardan relacién con los obtenidos en la caracterizacion genétic



pues se pudo apreciar un polimorfismos genético que permitié agrupar los aislamientos en cuatrc
grupos genéticamente bien distinguibles también en funcion de las manifestaciones clinicas. Todo
esto puede estar evidenciando el papel del parasito como un importante factor a tener en cuent
en la relacion huésped-parasito, responsable de gran parte de las manifestaciones clinicas en
curso de una infeccion por T. vaginalis sin dejar de restarle importancia al huésped humanao.



6. CONCLUSIONES

1. Se demostro la presencia de Trichomonas vaginalis en un elevado porciento (13,2%) de las
adolescentes estudiadas, cuyo diagnoéstico fue realizado por el método de cultivo in vitro.

2. La evaluacioén de la intensidad de las lesiones provocadas en ratones NMRI, inoculados por
via intraperitoneal con aislamientos de Trichomonas vaginalis, permitié encontrar una elevada
correlaciéon con la severidad de las manifestaciones clinicas presentadas por las paciente
portadoras de la infeccién.

3. Por primera vez en la literatura se demostré que T. vaginalis es capaz de incorporar BrdU en
su ADN y esto permitié la utilizacion de un procedimiento no radioactivo para medir
adherencia celular

4. El grado de citoadherencia de aislamientos de T. vaginalis a las células epiteliales en ur
modelo experimental estad en estrecha correlacion con la severidad de las manifestaciones
clinicas que presentan las pacientes de las cuales fueron obtenidos.

5. Se demostré, por primera vez en nuestro medio, la existencia de aislamientos de Trichomonas
vaginalis resistentes al metronidazol.

6. Mediante la prueba de RAPD se encontrd, un posible marcador genético de patogenicidad el
aislamientos de Trichomonas vaginalis, lo cual constituye el primer reporte a nivel
internacional.

7. El conjunto de ensayos experimentales realizados por primera vez en nuestro pais nos ayuds
a determinar diferencias entre el grado de virulencia de cuatro grupos de aislamientos de
Trichomonas vaginalis realizados en funcion de la sintomatologia y clasificacion clinica de
las pacientes de las cuales fueron aislados los parasitos.



7. RECOMENDACIONES

1. Alertar a nuestro personal médico y paramédico en la necesidad de busqueda de Trichomona:
vaginalis en las pacientes adolescentes, tratando de realizar una deteccién precoz e impone
tratamiento oportuno para evitar consecuencias posteriores .

2. Informar a través de las autoridades del MINSAP a nuestro personal médico y paramédico de
la existencia de aislamientos de T. vaginalis resistentes al metronidazol.

3. Continuar los estudios relacionados con la caracterizacion de la banda de 490 pares de bas
como posible marcador genético de patogenicidad.

4. Estudiar si este posible marcador genético tiene alguna relacion con la expresion de moléculas
de adhesion en el parasito.
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9. ANEXOS

Anexo 1

CONSENTIMIENTO INFORMADO

El (la) que suscribe:

He sido informado (a) de que:

El Instituto de Medicina Tropical "Pedro Kouri", esta realizando una investigacion acerca del comportamiento de la
trichomonosis vaginal (enfermedad transmitida por un parasito conocido con el nombre de Trichomonas
vaginalis) en un grupo de adolescentes procedentes de las consultas infanto-juvenil, d
interrupciéon de embarazo y de ITS de los Hospitales Ginecobstetricos Docentes "Ramon
Gonzalez Coro"y "Eusebio Hernandez", con el objetivo de conocer los factores que influyen en
la ocurrencia de esta parasitosis cuyo mecanismo fundamental de transmision es la via sexual.
En nuestro pais desconocemos con exactitud cual es la frecuencia con la cual se presenta esta parasitosis en nue:
poblacién. La localizacion temprana de los enfermos y la administracién de tratamientos adecuados a ambos
integrantes de la pareja sexual puede garantizar la no aparicion de posibles complicaciones posteriores. Lo
resultados de esta investigacién contribuiran a profundizar en los conocimientos de esta parasitosis y estaran e
funcion del bienestar y salud de toda nuestra poblacién. La toma de muestra que se realizara no constituye riesgo par
la salud humana, lejos de eso es un procedimiento directo y certero, necesario para saber si se tiene o no el parasito
solamente el médico de consulta tendra conocimiento de los resultados de este examen e indicara el tratamient
adecuado en caso gue sea necesario.

De este modo y por este medio hago constar mi disposicidn y consentimiento informado para participar en el estudio:

"Frecuencia de la trichomonosis vaginal en un grupo de adolescentes".

Declaro que he sido informado (a) del objetivo del estudio, asi como la importancia de los
resultados de la investigacion para la adopcién de medidas que conduzcan a un mejor control d
las enfermedades de transmision sexual.

Para constancia de lo expuesto con anterioridad firmamos este documento a los dias del mes d
del afio 2001.

Firma de la paciente :

Firma del padre o tutor:




Anexo 2

Encuesta aplicada a todas la pacientes adolescentes atendidas en las consultas infanto-juvenil,
interrupciéon de embarazo y de ITS de los Hospitales Ginecobstetricos Docentes "Ramon
Gonzalez Coro"y "Eusebio Hernandez"

No.

Fecha: Hospital:

Nombre y apellidos de la paciente:

Edad: Estado civil:

Edad de las primeras relaciones sexuales: Uso de anticonceptivos:
Tipo:

Embarazos anteriores: Si_ No__ Partos:  Abortos: Si_~ No____
Expontaneo Provocado

Numero de parejas sexuales en los dltimos 5 afios:

Motivo de consulta:

Sintomas y signos:

Pruritovulvar: Si _~ No__ Intensidad: Leve  Moderada ___ Severa
Leucorrea: Si_ No___ Color:Blanco _ Amarillo __ Verde

Intensidad: Leve _ Moderada __ Severa
Dolor en bajovientre: Si_~ No Intensidad: Leve _ Moderada ___ Severa
Dispareunia: Si__ No ___ Intensidad: Leve _ Moderada __ Severa
Disuria:Si_ No Intensidad: Leve _ Moderada ___ Severa
Eritemavulvar: Si_ No Intensidad: Leve _ Moderada ___ Severa
Eritemavaginal : Si_ No__ Intensidad: Leve _ Moderada _ Severa

Eritema cervical: Si No Intensidad: Leve Moderada Severa



Ha presentado Trichomonosis vaginal en otras ocasiones: Si No Fecha:

Tratamientos Recibidos: Cur6Si___ No

Otros Microorganismos:

Fecha:

Resultados:













pb

1882



2690
4254
421
697
925
1150
1489
2320
3140
5526
7743
19329
2320
5526
3140
19329

1489
1150
925
697
7743
4254
2690
1882
421
pb
7743

19329



4254
5526
3140
2690
2320
1882
1489
1150
925
697
pb
19329

7743
2320
2690
3140
4254
5526
1882
1489

1150

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13
421
697
925
Tv-1

1489



1150

697

925

Tv-2

1882

1489

1150

925

697

Tv-3

3140

2690

1489

2320

1150

1882

697

925

421

Tv-4

3140

421

2690

1489

925



697

2320

1882

1150

Marcador Genético Grupo Asintomatico
Marcador Genético Grupo Leve
Marcador Genético Grupo Moderado
Marcador Genético Grupo Severo
Marcador Genético de patogenicidad.
Marcador Genético Grupos Asintomatico y Leve
Tv-5

421

697

925

1150

1489

A

Tv-6

3140

2690

1489

1150

2320

925

697

421

Tv-7

2650



3140

2320

1882

1489

1150

925

697

421

Tv-8

2320

1489

1882

1150

925

697

421

Tv-9

1489

1150

925

697

421

Tv-10

1882

1489



925

1150

697

Distancia de Jaccard
Cca1

C175

C350

C353
C358

C129

C356
C361

C239
C237

A59
Al163
Cco8

C12
C15

Al170
Al185

C9

C334
C344

A5
A42



C147
C76

A69

C187
C206

C240
C190

C247

A47

A66

C308

C313

C173

C348

C349

C355

C351

C352

4x106

8x106

10x 106

0.1

0.2

0.3

0.4

0.5

0.6

0.7

0.8

0.9

1.0



* Concentracion Inhibitoria Minima, determinada por la motilidad de los parasitos visualizado con ayuda del
microscopio invertido luego de incubacién de los parasitos durante 48 h con la droga.

** Concentracion Letal Minima, se corresponde con la menor concentracion de la droga que no
permitié el crecimiento parasitario en medio de cultivo, después de 48 horas de exposicién con la
droga.



