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RESUMEN

La tricomoniasis representa el 30% de las infecciones de transmision sexual no virales en el mundo; su
agente etiologico es el protozoario parasito Trichomonas vaginalis. Frecuentemente la infeccién es
asintomatica, lo que dificulta su tratamiento y deteccion y facilita su transmision. La implementacion de
pruebas especificas, sensibles y econémicamente accesibles que permitan mejorar la capacidad de
deteccién de este patdgeno, es importante ya que los métodos de diagnostico que se utilizan
tradicionalmente (examen en fresco, cultivo vaginal, papanicolaou, etc.) no cumplen con estos
requisitos. En este proyecto se incluyeron 197 mujeres sexualmente activas entre los 17 y los 67 afios;
se tomaron muestras cérvicovaginales para realizar examen en fresco, tincion Papanicolaou y para la
identificacion molecular se amplificd una region conservada en el gen de adhesina AP65 de T. vaginalis.
Se obtuvo una prevalencia del 35.5% de Trichomonas vaginalis identificada por de PCR de punto final,
confirmando que esta Ultima es la técnica con mayor sensibilidad y especificidad con respecto al examen
en fresco y Papanicolaou.
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ABSTRACT

Trichomoniasis represents 30% of non-viral sexually transmitted infections worldwide; its etiological
agent is the protozoan parasite Trichomonas vaginalis. The infection is often asymptomatic, which
makes it difficult to treat and detect and facilitates its transmission. The implementation of specific,
sensitive and economically accessible tests to improve the detection capacity of this pathogen is
important because the diagnostic methods traditionally used (fresh examination, vaginal culture, pap
smears, etc.) do not meet these requirements. 197 sexually active women between 17 and 67 years of
age were included in this project; cervicovaginal samples were taken for fresh test, Papanicolaou
staining, and for molecular identification, a conserved region in the AP65 adhesin gene of T. vaginalis
was amplified. A prevalence of 35.5% of Trichomonas vaginalis identified by end-point PCR was
obtained, confirming that the latter is the technique with greater sensitivity and specificity with respect
to the fresh test and Papanicolaou.

Key words: trichomoniasis, Trichomonas vaginalis, cervico-vaginal infection.

1 INTRODUCCION

Trichomonas vaginalis es el protozoario parésito identificado como agente etiologico de la
tricomoniasis, responsable de hasta el 30% de las infecciones de transmision sexual no virales en el
mundo?. La tricomoniasis se relaciona con cancer cervical, enfermedades inflamatorias pélvicas atipicas,
infertilidad, ruptura prematura de la membrana placentaria y el incremento de transmision del VIH? Su
prevalencia mundial en mujeres de 15-49 afios es 5.3% y de 0.6% en hombres®, sin embargo algunos
autores reportan que las frecuencias mas altas se encuentran en mujeres de 46 a 55 afios de edad®*. En
México se reportan prevalencias entre 15-20%°. Esta infeccion es frecuentemente asintomatica (85% en
mujeres), lo que facilita su transmision3; cuando los sintomas de la infeccion se presentan, incluyen
leucorrea abundante, amarillo verdosa, fétida y espumosa, frecuentemente en mujeres es referida disuria,
prurito y dispareunia, a la exploracion se observa el llamado “cérvix de fresa” por las hemorragias
puntiformes y dilatacion de capilares®. Los métodos tradicionales para su identificacion incluyen
microscopia y cultivo, recientemente se han desarrollado métodos moleculares mucho mas sensibles?.
Esta investigacion se desarrollo con el objetivo de identificar por medio de PCR de punto final al
protozoario parasito Trichomonas vaginalis en mujestras cérvico-vaginales de mujeres sexualmente
activas usuarias de la clinica de atencion familiar del Instituto de Investigacion Cientifica (11C) de la
Universidad Juérez del Estado de Durango (UJED).

2 MATERIAL Y METODOS
Se incluyeron 197 mujeres sexualmente activas entre los 17 y los 64 afios (promedio 37.1 afios),
sin antecedente de enfermedad autoinmune que acudieron a la clinica de planificacién familiar del 11C

de la UJED durante enero a junio de 2019 a consulta ginecoldgica. Previa firma de consentimiento
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informado, se colectaron tres hisopos con muestra cérvico-vaginal, uno para realizar examen en fresco
y prueba de amina, otro para extension en portaobjetos para tincion Papanicolaou y otro se sumergio en
500 pl de medio 2SP. Ambos hisopos fueron inmediatamente transportados al laboratorio de analisis
clinicos del propio Instituto. La prueba de microscopia se realizé de inmediata y el hisopo con medio se
conservo en congelacién a -20°C hasta su procesamiento. Para la extraccién de ADN gendmico se utiliz6
la técnica de fenol-cloroformo; para la identificacion molecular se amplifico una region conservada en
los genes de adhesina AP65 de T. vaginalis por PCR de punto final utilizando un control positivo ATCC
como testigo. Los oligonucle6tidos que se utilizaron como cebadores para la amplificacion son los que
reporta Nabweyambo y cols.b, AP65-F (5’-GATTCCTCTTCACACACCCACCAG-3’) y el AP65-R
(5’- AATACGGCCAGCATCTGTAACGAC3'). La mezcla de reaccion con volumen final de 13 pL
incluyé GoTaq Flexi Buffer 5X, 10 ng/ml de cada oligonucle6tido (directo y reverso) 1 pL de MgCl:
50mM, 5mM de ADN polimerasa, 15 ng de ADN molde, y agua grado molecular. Las condiciones de
amplificacion fueron desnaturalizacion 95°C por 5 minutos, 33 ciclos de amplificacion con
desnaturalizacion 94°C durante 45 seg, alineamiento 60°C por 45 seg, extension 72°C por seg y por
ultimo extension final 72°C por 10 minutos. Las muestras fueron procesadas en un termociclador Bio-
Rad C1000; el producto de amplificacion de 209 pb se detectd por medio de electroforesis en gel de
agarosa al 1.5%, el producto se visualiz6 con tincion con bromuro de etidio en un transiluminador UV

UVP. Los datos fueron analizados en el programa SPSS para Windows V20.

3 RESULTADOS

La edad promedio de las 197 mujeres participantes fue de 37.1 afios (DEM 9.9, minimo 17,
maximo 67 afios). Las caracteristicas sociodemogréaficas se muestran en la tabla 1, como se observa la
mayoria eran trabajadoras y casadas. En cuanto al nimero de compafieros sexuales referidos por las
participantes se encontré que tuvieron un promedio de 2.4 (DEM 1.9, mimino 1 y maximo 15), las
frecuencias se muestran en la figura 1. Respecto al uso de anticonceptivos, la frecuencia de uso fue de
75.1%, en la figura 2 se observan los diferentes métodos utilizados, notando que el de mayor uso fue la
salpingoclasia (26.9%), seguido por el preservativo (17.3). Dentro de los sintomas referidos por las
participantes en la tabla 2 se observa que el méas frecuente fue el flujo con 47.7% de todas las
participantes y dentro del grupo de las mujeres con tricomoniasis, también fue el mas frecuente con
51.4%. La prevalencia de T. vaginalis fue del 35.5% mediante la técnica de PCR de punto final, de 1%
por Papanicolaou y 2% por examen en fresco. El sintoma mas referido por las participantes fue ardor,
mientras que en las mujeres con tricomoniasis fue flujo, los sintomas referidos se observan en la tabla 2.
En la tabla 3 se observa que, tomando como estandar de oro la prueba de PCR, la tincion Papanicolaou

obtuvo una sensibilidad de 2.8%, especificidad de 100%, valor predictivo positivo (VPP) 100% y valor
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predictivo negativo (VPN) de 62.5%. Por su parte considerando igualmente como prueba de oro la
deteccion PCR, el examen en fresco obtuvo una sensibilidad de 5.7%, especificidad de 100%, valor
predictivo positivo (VPP) 100% y valor predictivo negativo (VPN) de 65.8% (tabla 4).

4 DISCUSION

La trichomoniasis causada por el protozoario parésito Trichomonas vaginalis, es la infeccion de
transmision sexual (ITS) mas comdn a nivel mundial?, en México ocupa el tercer lugar dentro de las
infecciones cervicovaginales de mayor indicencia y es considerada un problema de salud publica’. La
determinacion de su prevalencia y factores de riesgo esta fuertemente influenciada por la edad, estilo de
vida e incluso por el contexto social y cultural®,

El impacto en salud publica de la tricomoniasis no ha sido probablemente bien evaluada y
entendida. Mdltiples autores han mencionado que la infeccion por la T. vaginalis es altamente prevalente
en poblaciones sexualmente activa, asi mismo, esta asociada a problemas de salud publica incluyendo
la transmision del VIH®. En el presente estudio se evidencio una prevalencia del 35.5% de mujeres
infectadas con Trichomonas vaginalis, que al ser comparada con estudios de prevalencia en mujeres
que asistieron a clinicas de ITS en Trinidad y Tobago, realizados por Divakarun y cols. en 2018
obtuvieron una prevalencia de 16% en 422 mujeres mediante la prueba rapida OSOM® Trichomonas
Rapid Test y el cultivo InPouch. En otra investigacion realizada Valencia y Yepes®, la tricomoniasis
tuvo una prevalencia de 3.1 %, siendo detectada por tincion Papanicolaou; por su parte, Fernandez y
cols. (2010) encontrd que la prevalencia de T. vaginalis fluctu6 entre 14.5 a 20.9 %! detectada por
diagnostico serologico.

Tanto en Durango como en otros estados de la republica mexicana e incluso en varios paises, la
tricomoniasis es una enfermedad desatendida y mal diagnosticada. Por consiguiente, la coexistencia de
esta parasitosis con otras enfermedades de transmision sexual es frecuente y por esto, es altamente
recomendado perfeccionar y actualizar el diagndstico para T. vaginalis, mediante examenes mas
especificos, con una alta sensibilidad, que sean faciles de manejar, con técnicas mas modernas y con
operadores especializados, para que de esta manera se tenga un diagndstico exacto y se pueda dar un
tratamiento eficaz para erradicar la infeccidn, especialmente en pacientes asintomaticos.

Los métodos que son cominmente utilizados para detectar al parasito, son el examen en fresco,
cultivo y papanicolaou ya gque son relativamente sencillos, baratos y tienen alta especificidad, pero baja
sensibilidad. En la actualidad los métodos que se estan implementando son los métodos moleculares
como la PCR de punto final, RT-PCR, entre otros. En este estudio se compararon el examen en fresco
y el papanicolaou con la PCR de punto final, demostrando con ello que la PCR de punto final puede ser

considerada como el “estandar de oro” para esta investigacion. Nufiez'2 menciona que el uso de la PCR
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ofrece varias ventajas, como una mayor sensibilidad analitica comparada con el estudio al fresco,
cultivo, deteccion de antigenos y sondas de &cidos nucleicos, los cuales detectan a T. vaginalis o parte
de sus constituyentes, tiene un tiempo de respuesta mas rapido, no se requiere que los microorganismos
y la muestra obtenida estén intactos y sean viables. Ademas de que la elevada especificidad de la PCR
parte del hecho que los primers y las sondas de secuencias son especificos y Unicos para el organismo
blanco, en otras palabras, no detectan otros microorganismos que habitan normalmente el tracto
genitourinario, si no solamente a T. vaginalis, por lo tanto, no interfiere con los resultados a menos que
se cometa algun error.

Algunos estudios en los que se ha utilizado como técnica de referencia el cultivo o la
confirmacion de PCR por una segunda PCR y en los que se ha incluido un namero significativo de
pacientes, han determinado que la sensibilidad de la PCR para T. vaginalis varia entre 84 y 97%, con
valores de especificidad de 94 a 98% en muestras de secrecion vaginal, mientras que la sensibilidad y
especificidad en orina son 64.2 y 100% respectivamente'®. Sin embargo, Diéguez menciona que la PCR
da resultados satisfactorios en secrecion vaginal y orina, con alta sensibilidad y especificidad, pero es
un método con grandes limitaciones debido a su alto costo!*. Concluyendo de esta manera que la PCR
de punto final es un gran método de deteccion de T. vaginalis, ya que tienen una sensibilidad y
especificidad bastante alta, al igual de que ofrece numerosas ventajas en comparacion con los métodos
tradicionales para el diagnostico de Trichomonas vaginalis.

En relacion a la sensibilidad y especificidad obtenida del Papanicolaou, nuestros resultados
difieren con los reportados por Nufiez-Troconiz que reporto una sensibilidad entre el 60 y 96% y una
especificidad entre el 98 y 100%*2. Al igual que los mostrados por Otarola y cols., que informan que el
papanicolaou tiene una frecuencia de observacion de Trichomonas entre el 1.4 y el 15% dependiendo
de la poblacién estudiada, con una sensibilidad de 60 a 70%, y una especificidad del 78 al 100%, que
puede disminuir significativamente en mujeres asintomaticas®®.

En un estudio realizado por Rodriguez y cols., mostraron que la sensibilidad de la microscopia
en fresco (examen en fresco) para la deteccion de T. vaginalis fue de 50-70 %?®, lo que contrasta con
los resultados aqui reportados. Sin embargo, Nabweyambo y cols.” y Bruni y cols.'® reportaron una
sensibilidad baja, entre el 25% y el 28.6%, respectivamente al comparar el estudio al fresco con el PCR.
Por su parte, Abdolali y cols., reportaron una sensibilidad del examen en fresco méas baja, del 9.7%, y
una especificidad del 88.1% cuando se compard con la PCR®, resultados que concuerdan ligeramente
con nuestros hallazgos.

Un aspecto muy importante que no se comenta en los estudios mencionados y que probablemente
explique las discrepancias de los hallazgos, es que la visualizacion de la muestra durante un examen en

fresco debe realizarse inmediatamente, no mas de 20 minutos después de la recoleccion de la muestra
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para que se pueda visualizar a T. vaginalis en movimiento, segun la recomendacién del Center for
Disease Control and Prevention?°, ya que se ha determinado que la sensibilidad desciende hasta un 20%
después de una hora de la recoleccion de la muestra, ademéas también va a depender de la experiencia
de la persona que haga la visualizacion 2.

Como conclusion podemos afirmar que la técnica molecular de PCR obtuvo mayor sensibilidad

y especificidad con respecto al examen en fresco y Papanicolaou en la deteccion de T. vaginalis.
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ANEXOS
Tabla 1. Caracteristicas Sociodemograficas de las participantes (n=197)
Variable Frecuencia Porcentaje

Ama de casa 68 34.5%
Ocupacion Trabajadora 124 62.9%

Estudiante 2 1%
Sin datos 3 1.5%
Total 197 100%
conchid 3 1.6%
Secundqria 7 3.6%

concluida
Escolaridad Preparatoria 57 28.9%
concluida

Licenciatura 28 14.2%
Posgrado 97 49.2%
Sin datos 5 2.5%
Total 197 100%
Soltera 43 23.4%
Casada 103 52.3%
Estado civil Union libre 32 16.2%
Divorciada 11 5.6%
Viuda 3 1.5%

Sin datos 2 1%
Total 197 100%
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Figura 1. Compafieros sexuales de las participantes (n=197). En la figura se observa el nimero de compafieros
sexuales registrados, la frecuencia de participantes en cada una de las opciones y el porcentaje. Grafico realizado en

el paquete de Excel de Windows 10.
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Figura 2. Anticonceptivos utilizados (n=197). .En la figura se observan los diferentes métodos anticonceptivos registrados,
la frecuencia de participantes en cada una de las opciones y el porcentaje. Grafico realizado en el paquete de Excel de
Windows 10.
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Tabla 2. Sintomatologia reportada en la poblacion total de mujeres participantes y en las mujeres con
tricomoniasis

Poblacion Total

Mujeres con Tricomoniasis

Sintoma Frecuencia Frecuencia
(%) Total (%) Total
I NO I NO
, 66 131 26 44
Comezon (33.5) (66.5) 197 (37.1) (62.9) 70
41 156 12 58
Ardor (20.8) (79.2) 197 (17.0) (82.9) 70
_ 9 103 36 34
Flujo (47.7) (52.3) 197 (51.4) (48.6) 70
o 44 153 18 52
Dolor pélvico (22.3) (77.7) 197 (25.7) (74.3) 70

Tabla 3. Resultados del test Papanicolaou con sensibilidad, especificidad y con valores predictivos

positivos y negativos

Con tricomoniasis Sanos Total
(%) (%) (%)
Resultado 2 0 2

Positivo (1.0) (0)] (1.0)
Resultado 68 127 195
Negativo (34.5) (64.4) (98.9)
Total 197

Sensibilidad % 2.8

Especificidad % 100

Valor predictivo Positivo % 100

Valor predictivo Negativo % 62.5
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Tabla 4. Resultados del test Examen en fresco con sensibilidad, especificidad y con valores predictivos

positivos y negativos

Con tricomoniasis Sanos Total
(%) (%) (%)
Resultado 4 0 4

Positivo (2.0) (0)] (2.0)
Resultado 66 127 193
Negativo (34.5) (64.4) (97.9)
Total 197

Sensibilidad % 5.7

Especificidad % 100

Valor predictivo Positivo % 100

Valor predictivo Negativo % 65.8
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