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RESUMEN

Trichomonas vaginalis es el protozoo pardsito responsable de una de las infecciones de transmision
sexual curables que presenta mayor incidencia anual en todo el mundo. Sin embargo, los métodos de
diagndstico empleados con mayor frecuencia no son lo suficientemente sensibles, siendo incapaces de
detectar un elevado porcentaje de los casos, principalmente en individuos asintomdticos. Estas técnicas
tradicionales tampoco son lo suficientemente rdpidas, y la mayoria no son adecuadas para el diagndstico
de la infeccion en el vardn, agravandose ain mds la sitvacion. En las Gltimas décadas, se han
desarrollado nuevas pruebas para el diagndstico de la tricomonosis, que muestran valores de
sensibilidad, especificidad y rapidez mucho mds aceptables, permitiendo ademds reducir el tiempo de
diagnostico. De esta manera, su puesta en prdctica conduciria a la obtencion de un resultado en pocas
horas, facilitando el inicio del tratamiento en aquellos casos en los que este sea necesario. Ante esta
situacion, en el presente trabajo se lleva a cabo una revision bibliogrdfica de las técnicas mds relevantes,
incluyendo pruebas disponibles para el diagndstico en el vardn, asi como las que permiten detectar la
presencia de coinfecciones, indicdndose la utilidad y las ventajas e inconvenientes de cada una.

ABSTRACT

Trichomonas vaginalis is the protozoan parasite causative of one of the curable sexvally transmitted
infections that shows the highest annual incidence worldwide. However, the diagnostic methods most
frequently used, are not sensitive enough and therefore, a large percentage of cases are not detected,
especially in asymptomatic people. These traditional tests are not fast enough, and most of them are
not suitable for carrying out diagnosis in men, with the consequent aggravation of the situation. In the
last decades, new diagnostic techniques for trichomoniasis have been developed, which show much more
acceptable sensitivity and specificity valves, making it possible fo reduce the time to diagnosis.
Accordingly, their implementation could lead to a result in a few hours and thus, facilitate the start of
freatment in those cases in which it is needed. In this framework, a bibliographic review of the most
relevant techniques is carried out in the present work, including tests that are available for diagnosis in
men, as well as for the detection of co-infections, highlighting their usefulness and both the advantages
and disadvantages of each one.
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1. INTRODUCCION

Cada dia, mds de un millon de personas contraen una
infeccion de transmision sexual (ITS) curable en el mundo. La
Organizacion Mundial de la Salud (OMS) estima que, anualmente,
cerca de 376 millones de individuos adquieren alguna de las
siguientes ITS curables de origen no viral: clamidiosis, gonorrea,
sifilis y tricomonosis (1). Esta dltima, estd causada por el protozoo
pardsito Trichomonas vaginalis, siendo responsable de casi la mitad
de los casos de infeccion antes mencionados (2). Dicho
microorganismo, es la Unica especie de protozoo que produce una
infeccion de tipo genitourinario en el ser humano. La fricomonosis
se trata de una enfermedad dificil de diagnosticar, ya que una gran
parte de la poblacion infectada no presenta ningdn sinfoma (3), y
en caso de que se manifiesten, estos son muy variables e
inespecificos. Tanto la ausencia de pruebas realizadas en estos
pacientes asintomdticos, como los errores cometidos en el
diagnastico, son los responsables de que, muy probablemente, se
estén infraestimando los datos epidemioldgicos (3, 4). Todos estos
motivos remarcan la necesidad urgente de adoptar estrategias de
diagndstico dirigidas a la poblacion de riesgo, que sean lo
suficientemente eficaces y adecuadas como para detectar tanto los
casos sintomdticos como los portadores sanos.

I vaginalis posee un ciclo de vida muy sencillo. Este
pardsito no presenta ninguna forma de resistencia tipo quiste en su
ciclo biologico, sino Gnicamente la de trofozoito, la cual se reproduce
asexualmente por fision binaria longitudinal en el aparato
genitourinario del hospedador, en un proceso denominado
criptopleuromitosis. La infeccion se transmite principalmente a
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través del coito y constituye una parasitosis de tipo antropondtico
teniendo, por tanto, como Gnico hospedador al ser humano (5).

El trofozoito de T vaginalis debe su motilidad a la
presencia de cuatro flagelos libres en posicion anterior, junto a un
quinto flagelo recurrente que se encuentra asociado a una
membrana ondulante. Mediante examen microscopico directo, se
distinguen fdcilmente dichos flagelos, y una estructura de naturaleza
microtubular denominada axostilo. Esta se origina desde los
cinefosomas y recorre el cuerpo del trofozoito, llegando a sobresalir
en forma de proyeccion por la parte posterior del cuerpo celular del
protozoo (5). La realizacion de técnicas de tincion permite observar
con claridad los trofozoitos, que pueden encontrarse en la muestra
en forma ameboidea o con aspecto piriforme, tal y como se observa
en la Figura 1. En ella, se puede apreciar con claridad la presencia
de estructuras caracteristicas de T. vaginalis, como el nicleo, la
proyeccion axostilar o los flagelos.

Una caracteristica especial en cuanto a los orgdnulos de
T vaginalis se refiere, es la ausencia de mitocondrias y peroxisomas
(5). Su metabolismo energético recae principalmente sobre los
hidrogenosomas, relacionados evolutivamente con las mitocondrias,
los cuales llevan a cabo la fermentacion de los carbohidratos (6).
En concreto, la principal actividad bioquimica que desempefian
consiste en una oxidacion anaerobia del piruvato dependiente de
coenzima A, gracias a la actividad de sistemas enzimdticos como en
los que intervienen la piruvato ferredoxin oxidorreductasa (PFOR)
y la hidrogenasa. Dicha reaccion permite la sintesis de una molécula
de ATP por cada molécula de piruvato mediante una fosforilacion
a nivel de sustrato, ademds de producir hidrdgeno gaseoso, dioxido
de carbono y acetato (7).

Ax

Figura 1. Tincién Giemsa de un cultivo de Trichomonas vaginalis (1000X). Los trofozoitos tefiidos pueden ser identificados gracias a la observacién de los cuatro flagelos
anteriores (flechas), la presencia del ndcleo (Nu) en la region anterior y el axostilo, que atraviesa el cuerpo del trofozoito sobresaliendo por la parte posterior en forma
de proyeccion axostilar (Ax). Se observa la division del pardsito por criptopleuromitosis de uno de los trofozoitos tefiidos (flecha naranja).
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A nivel genético, este pardsito es uno de los seres
unicelulares mds complejos que se conocen: sus mds de 60.000
genes codificantes hacen que T vaginalis sea capaz de colonizar y
sobrevivir en un hdbitat tan complejo y hostil, en cuanto a
fluctuaciones de pH, hormonas, presion osmética y nutrientes se
refiere, como es el aparato genitourinario (5, 8). Estos genes,
codifican una serie de moléculas que le confieren una gran
capacidad de evasion del sistema inmune del hospedador. De esta
manera, es capaz de lisar neutrofilos por activacion de la via de las
caspasas, degradar células epiteliales mediante la accion de
proteasas, evadir el sistema del complemento por la lisis de C3b,
degradar inmunoglobulinas o fagocitar células del sistema inmune,
eritrocitos, células del epitelio vaginal o microorganismos de la
propia microbiota del paciente, entre otras estrategias (5, 9). Por
otra parte, los anticuerpos que genera el hospedador para
protegerse de la infeccion son anti-proteasas o anti-fosfolipasas,
moléculas que presenta T vaginalis para llevar a cabo su
colonizacion y supervivencia en el mismo (6).

La sintomatologia que produce la infeccion por T vaginalis
es bastante variable, mostrando distintos grados de gravedad. Asi,
|la patogenia no solo va a estar condicionada por aspectos intrinsecos
del pardsito, sino también por las condiciones del ambiente que
coloniza. Por ejemplo, los sintomas son habitualmente mds intensos
cwando el enforno es rico en hierro y los niveles de estrogenos en la
mujer son bajos (5). Ambos (hierro y estrdgenos) parecen
condicionar la expresion de determinados factores de virulencia del
pardsito (9, 10). De otra manera, alrededor del 50 —85% de los
pacientes varones y entre el 25—50% de las mujeres infectadas no
experimenta ningln signo o sinfoma, y el tiempo en el que estos se
presentan tras la exposicion al pardsito es bastante variable, siendo
normalmente de 4—28 dias y alargdndose en algunos casos hasta
los 6 meses (3, 6).

Los sintomas mds comunes, tanfo en el hombre como en
la mujer, son el prurito en la zona genital y molestias al orinar,
debido a que la uretra de estos individuos se encuentra colonizada
por el pardsito. La secrecion vaginal suele presentar mal olor y
adquirir un color amarillo-verdoso, pudiendo mostrar un aspecto
espumoso (3). Ademds, tanto la vagina como la zona cervical
pueden exhibir una apariencia edematosa y/o eritematosa (6). En
algunos casos, la infeccion puede conducir al desarrollo de una
patologia mds grave, como uretritis no gonococica o prostatitis en
el hombre (5), mientras que en la mujer se ha relacionado con
vaginitis o cervicitis. Con respecto a esta Gltima, puede llegar a
producirse el caracteristico “cérvix de fresa” (strawberry cervix) (11);
sin embargo, este signo se observa Gnicamente en un 5% de las
pacientes (12). Asimismo, la infeccion puede ocasionar secuelas de
mayor importancia y gravedad, como es el desarrollo de la

enfermedad inflamatoria pélvica (12) y, en el caso de muijeres
embarazadas, la tricomonosis puede afectar al feto, aumentando
el riesgo de desencadenar partos prematuros, bajo peso al nacer,
rotura prematura de membranas o abortos (6, 11).

En los procesos de colonizacion e infeccion, la adhesion
del trofozoito a la superficie de las células del aparato genitourinario
es una fase crucial. Para este contacto pardsito-célula, T vaginalis
no solo se sirve de un citoesqueleto con numerosas estructuras
microtubulares, sino también de receptores capaces de reconocer
moléculas que se expresan en la superficie de las células del
hospedador, ademds de poseer unas proteinas de superficie que
reciben el nombre de adhesinas (5, 9). Los anticuerpos que produce
el hospedador frenan la extension de la infeccion y le proporcionan
cierta proteccion; sin embargo, no consiguen destruir al patogeno
y eliminarlo por completo, por lo que dicha respuesta es limitada
(3). De esta manera, parece que la inmunidad innata, que incluye
la accion de los neutrdfilos, resulta clave para el control de la
enfermedad, no interviniendo tanto la respuesta inmune adquirida
(13). Como se ha comentado anteriormente, el pardsito es capaz de
degradar las inmunoglobulinas producidas por el hospedador, de
manera que, franscurridos 6 — 12 meses desde la eliminacion de la
infeccion, no se encuentran anticuerpos ni células B ¢e memoria en
la circulacion, quedando asi el hospedador expuesto a una posible
reinfeccion (14). Ademds, algunos estudios realizados con ratones
inoculados con suero aislado de pacientes con y sin sinfomas,
sefialan que el titulo de IgG en los animales que recibieron suero
de individuos asintomdticos, tanto de mujeres, como de hombres,
fue menor (15, 16). Mds concretamente, parece que las
inmunoglobulinas predominantes en varones sintomaticos son las
de tipo IgG1 e IgM (16).

La tricomonosis también se ha relacionado con un mayor
riesgo de padecer otras ITS, como SIDA, sifilis, gonorrea, herpes
genital, clamidiosis o papiloma humano (17, 18). Entre otras
razones, la inflamacion local y la rotura de las barreras mucosas,
junto con la existencia de factores de riesgo comunes, favorecen tales
coinfecciones (19). T vaginalis tiene la capacidad de fagocitar
bacterias del género Lacfobacillus, ocasionando una alteracion de
la microbiota vaginal y el consiguiente aumento del pH, lo que
también favorece la colonizacion de otros patdgenos (5). Esto parece
explicar por qué entre un 40 y un 60% de las mujeres con
tricomonosis muestran, al mismo tiempo, vaginosis bacteriana.
Curiosamente, las pacientes con esta patologia también manifiestan
una mayor predisposicion para infectarse con T vaginalis, lo que
podria deberse a que la dishiosis vaginal es otro de los numerosos
factores que se encuentran asociados a un aumento de la
patogenicidad de este pardsito (12).
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El tratamiento por excelencia para la tricomonosis recae
en el farmaco metronidazol, aunque también se utilizan en menor
medida otros 5-nitroimidazoles, como el tinidazol. Como primera
linea de tratamiento, tanto la OMS como el CDC recomiendan la
administracion en dosis Unica de uno de los dos fdarmacos
mencionados, mientras que tratar con dosis diarias de metronidazol
durante 7 dias se propone como segunda linea (20). En el caso de
pacientes embarazadas, la OMS no recomienda el fratamiento con
metronidazol en el primer trimestre a pesar de ser este un farmaco
de categoria B, salvo que se indique expresamente con el fin de
prevenir ciertos riesgos (21, 22). Asimismo, la resistencia al
metronidazol es un problema preocupante (20); sin embargo, en
ocasiones resulta dificil distinguir un fallo en el tratamiento de una
reinfeccion temprana (23). Por ello, la resistencia dlinica al
metronidazol se describe como un fallo en la curacion junto con la
deteccion de T vaginalistras la administracion de al menos dos ciclos
de tratamiento consecutivos, sin posibilidad de reinfeccion (23). En
estos casos, se recomienda no investigar la presencia de trofozoitos
en el paciente hasta pasadas tres semanas desde el inicio del
tratamiento, ya que puede dar lugar a falsos positivos (21). Para
ser farmacologicamente activos, los 5-nitroimidazoles necesitan
sufrir la reduccion del grupo nitro, de modo que una disminucion
en la actividad de las enzimas implicadas en su activacion, como la
PFOR o la tiorredoxin reductasa, entre otras, podria considerarse
causante de resistencia (6, 24). Asimismo, es importante tener en
cwenta el cardcter microaerdfilo de este pardsito, es decir, su
capacidad para sobrevivir en ausencia de oxigeno, pero también en
presencia de una cierta presion del mismo, tal y como puede suceder
a nivel genitourinario (5, 9). De esta manera, un aumento en la
concentracion de oxigeno intracelular podria conducir a la
reoxidacion del correspondiente nitroimidazol activado, dando lugar,
de nuevo, al profdrmaco. Dicho fendmeno se conoce como “ciclo
futil”, habiéndose contemplado como otro posible mecanismo de
resistencia al farmaco de primera linea (24). Andlisis protedmicos
mds recientes han puesto de manifiesto que, en aislados resistentes
del pardsito, algunas enzimas involucradas en la glucolisis y en el
metabolismo del hidrogenosoma, como las relacionadas con el
complejo ATP sintasa, se encuentran reguladas a la baja (25). Todos
estos nuevos datos parecen indicar que la resistencia a estos
farmacos va a estar condicionada por el ambiente genitourinario,
el cual, va a ser determinante para que el pardsito modifique la
expresion de unas u otras enzimas metabdlicas, confiriéndole
finalmente resistencia al metronidazol (25). No obstante, todavia
quedan muchas dudas por resolver en lo que respecta a las rutas y
vias de senalizacion involucradas, a fin de poder buscar nuevas
alternativas farmacoldgicas que sean eficaces para tratar el creciente
aumento de casos de tricomonosis resistente (5).
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2. METODOS DE DIAGNOSTICO CLASICOS

Las razones anteriormente expuestas sefialan la
importancia de realizar cribados en poblacion en riesgo de padecer
ITS. Entre los factores que predisponen a la infeccion por T vaginalis,
se incluyen la existencia de miltiples parejos sexuales, el
intercambio de sexo por dinero o drogas, y la presencia de
antecedentes de ofras enfermedades venéreas (26).

El método tradicional de diagndstico consiste en tomar
una muestra del paciente y examinarla inmediatamente al
microscopio, con el fin de identificar la morfologia y motilidad
caracteristicas del trofozoito. En el caso de las mujeres, T vaginalis
puede defectarse en muestras de exudado vaginal; mientras que,
en el hombre, se suele solicitar una muestra de exudado uretral
(27). Este método puede llegar a tener una espeificidad del 100%,
aunque hay que llevarlo a cabo de forma suficientemente rdpida y
a una temperatura que no perjudique la viabilidad del trofozoito,
ya que sus valores de sensibilidad pueden decaer durante el tiempo
que transcurre desde la toma de la muestra hasta su examinacion
al microscopio (11). Con respecto a las tinciones, la coloracion de la
muestra con Giemsa o Papanicolaou (Pap) no se considera lo
suficientemente fiable, aunque el empleo de la tecnologia Pap
liquida aumenta la sensibilidad hasta un 60-96% y la especificidad
al 98-100% (11). El cultivo de la muestra en medio TYM, Diamond
0 Roiron es una metodologia sencilla y barata, pero requiere de la
observacion mediante examen microscopico directo durante un
periodo comprendido entre los 2 a 7 dias (27). Una buena manera
de proceder es la denominada “inoculacion retrasada”, método en
el cual se combinan ambas técnicas: en primer lugar, se observa la
muestra en examen en fresco y, si resulta negativa, se procede a su
incubacion en el medio de cultivo, observdndolo durante 2-5 dias
(6).

La metodologia tradicional de diagndstico es de fdcil
realizacion y econdmica. Sin embargo, estas técnicas no son
demasiado sensibles, ya que se estima que dicho valor se encuentra
entre un 44 y un 68%. En el caso del cultivo, la sensibilidad puede
elevarse hasta un 81-94% dependiendo del medio empleado. Sin
embargo, la confaminacion de la muestra con bacterias puede llegar
a ser muy frecuente (28). Recientemente, se han desarrollado
algunos medios de cultivo especiales para mejorar la viabilidad de
los trofozoitos, como es el InPouch® TV test; sin embargo, sigue
siendo un procedimiento que requiere observar la muestra durante
bastantes dias, no siendo un método de diagndstico rdpido (11, 27).
En el caso del paciente varon, el nimero de individuos asintomdticos
es mayor que entre las mujeres, y la carga parasitaria en los mismos
es menor (29). En este contexto, un estudio multicéntrico
estadounidense sefiald que, en torno al 76,8% de los varones
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infectados por T vaginalis eran asintomaticos, frente al 26,8% de
las mujeres (30). Por esta razon, el diagnéstico se suele realizar
cwando el paciente presenta sintomas compatibles con uretritis,
confirmando que esta no sea de etiologia gonocécica (29). Los
métodos de diagndstico mds cominmente utilizados en el hombre
son, de nuevo, el examen en fresco y el cultivo a partir de una
muestra de orina del paciente. Algunos estudios realizados en
muijeres exponen que este fipo de muestra no ofrece buenos valores
de sensibilidad (31), y en ofros, se afirma que el examen en fresco
falla en la deteccion del 50-90% de varones infectados por T,
vaginalis (29).

Como alternativa, existen técnicas mds rdpidas que
presentan buenos valores de sensibilidad y especificidad, como las
denominadas POC (point of care), que actualmente se estdn
implantando en algunos servicios de diagndstico. Se trata de
pruebas que ofrecen resultados en minutos, mds asequibles, y
sencillas de realizar (32), por lo que no necesitan equipamiento
sofisticado ni ser llevadas a cabo por profesionales, ya que siguen
procedimientos simples que se pueden ejecutar recibiendo un
entrenamiento minimo (33). En su mayoria, las pruebas POC son
de tipo inmunocromatografia, ensayos moleculares rdpidos o
basadas en reacciones de aglutinacion (32).

Ante esta situacion, es necesario desarrollar y poner en
prdctica pruebas que sean mds sensibles y especificas, a la vez que
rapidas, las cuales permitan realizar un diagnastico precoz en la
poblacion de riesgo e incluso la identificacion de los casos que cursan
sin signos ni sintomas. De esta manera, se favoreceria un inicio
temprano en la administracion de los tratamientos, asi como la
interrupcion de la transmision de T vaginalis entre la poblacion.

3. METODOS DE INMUNODIAGNOSTICO

3.1. Técnicas de aglutinacion en ldtex

Una de las técnicas empleadas para el serodiagnastico de
|a tricomonosis es la aglutinacion en ldtex. Algunas casas comerciales
han desarrollado pruebas de este tipo para la deteccion de T
vaginalis, entre las que destaca Kalon TV latex® agglutination test.
El kit incluye una suspension que contiene particulas de ldtex
sensibilizadas con anticuerpos IgG de conejo anti-T vaginalis (5),
que se debe poner en contacto con una gota de muestra dilvida de
exudado vaginal de la paciente (34). De esta manera, si la muestra
es positiva y contiene antigenos de T. vaginalis, se produce una
reaccion de aglutinacion entre el anticuerpo y el antigeno
(inmunocomplejo), detectable de forma directa y visualizdndose en
forma de agregados (34).

Se trata de una prueba muy rdpida, ya que tarda menos
de tres minutos en ofrecer los resultados, por lo que permite
comenzar el tratamiento el mismo dia de su realizacion en caso de
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obtener un resultado positivo (35). Por otro lado, es una técnica
muy sencilla de llevar a cabo, y no requiere de microscopio o
cualquier otro tipo de equipo especial, ni tampoco de personal
especializado. Unicamente hay que dispensar dos gotas sobre un
portaobijetos: una de la muestra diluida en PBS y ofra de la
suspension de ldtex. El resultado se visualiza tras remover
manualmente durante un par de minutos (35).

Los métodos de aglutinacion en ldtex ofrecen una
sensibilidad mejor que la del examen en fresco y comparable a la
del cultivo de la muestra, siendo esta del 98,8% (35), llegando hasta
el 100% en estudios mds recientes y siendo también una técnica
con una relacion coste-efectividad bastante aceptable (34). Ademds,
algunos laboratorios, como el de Darani y colaboradores, han
desarrollado kits de aglutinacion que permiten detectar en la
muestra la presencia de T vaginalis (36), y también una prueba
capaz de detectar ofros microorganismos que causan infecciones
vaginales, como Candida spp., pudiéndose llevar a cabo un
diagndstico diferencial (37). Para ello, dichas pruebas emplean dos
sueros distintos, uno sensibilizado con anticuerpos anti- T vaginalis,
y otro con anticuerpos anti- Candida spp. (37).

Por tanto, las pruebas de aglutinacion presentan bastantes
ventajas, debido principalmente a su rapidez y su facilidad de
realizacion. Su especificidad es totalmente comparable a la del
cwltivo, con la diferencia de que permiten obtener un resultado en
el mismo dia (35). Sin embargo, en los casos negativos que
presentan sinfomas, es necesario la repeticion de la prueba
aplicando ofro tipo de metodologia, como son las técnicas de
diagnéstico molecular, con el objetivo de (i) evitar pasar por alto
posibles infecciones por T vaginalis ante un falso negativo y (ii)
confirmar los verdaderos positivos (34, 35). Esto se debe a su bajo
valor predictivo positivo, siendo de sdlo un 60% (34). Cabe
mencionar que estos test no pueden emplearse para el diagndstico
en varones, debido a que Gnicamente se pueden realizar con
muestras de exudado vaginal (34, 35).

3.2. ELISA

La técnica de ELISA (enzyme-linked immuno-sorbent
assay) indirecto, es una prueba de serodiagndstico que permite la
deteccion de anticuerpos especificos que ponen de manifiesto la
exposicion del paciente al pardsito. Es un ensayo que utiliza
antigenos inmovilizados en una microplaca multipocillo de
poliestireno, los cuales son reconocidos de forma especifica por los
anticuerpos del hospedador (38). En este caso, para poder observar
la formacion del inmunocomplejo debido a la presencia de
anticuerpos especificos anti- Trichomonas en el suero del paciente,
se utiliza un segundo anticuerpo marcado con una enzima, llamado
conjugado. Este conjugado suele ser IgG de cabra anti-lgG humana
(39), y habitualmente se encuentra marcado con peroxidasa o
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fostatasa alcalina. De esta manera, al aiadir el sustrato cromageno,
tiene lugar una reaccion enzimdtica que produce color. La
absorbancia registrada es directamente proporcional a la cantidad
de anticuerpo presente en la muestra (38), permitiendo de esta
manera determinar el titulo del suero.

Los epitopos que los anticuerpos reconocen deben ser
especificos de T vaginalis, y no presentar homologia con los de otros
microorganismos, ni con los de las propias células del hospedador,
evitando asi la aparicion de reacciones cruzadas y falsos positivos
(40, 41). Con relacion a los antigenos, algunas de las proteinas mds
inmunogénicas de T vaginalis son la o-actining, la o-enolasa, la
aldolasa y la gliceraldehido-3-fosfato deshidrogenasa (41).

Existe la posibilidad de obtener, de manera recombinante,
péptidos sintéticos que contengan la mayor cantidad posible de
epitopos, de modo que sean reconocidos por diferentes anticuerpos
especificos del hospedador. Normalmente, estos se sintetizan en
pldsmidos bacterianos, como los de Escherichia coli (41). Se busca
que los péptidos disenados sean sintetizados por la bacteria en altas
cantidades y fdciles de purificar, evaluando que durante este proceso
no se produzcan fendmenos de desnaturalizacion, ya que podrian
llegar a alterar la integridad de la proteina (42). Con el paso del
tiempo, estas proteinas quiméricas recombinantes se han ido
perfeccionando, con el objetivo de incluir epitopos adicionales y
eliminar aquellos que comparten cierta homologia con proteinas
de otros organismos, aumentando asi la sensibilidad de esta técnica
para cribar sueros de pacientes (41, 43). La sintesis de proteinas
quiméricas recombinantes utilizando pldsmidos de bacterias resulta
mucho mds ventajosa y eficaz que la utilizacion de células completas
o lisados de las mismas: a menudo, las segundas incluyen epitopos
comunes a los de otros microorganismos, pudiéndose desencadenar
una reaccion cruzada (41). Sin embargo, cuando no se dispone de
una tecnologia tan sofisticada de fabricacion de antigenos
recombinantes, es comin utilizar un lisado de distintas cepas del
pardsito para realizar el ELISA indirecto y cuantificar la
seropositividad de los pacientes. Algunos estudios llevados a cabo
a partir de muestras de varones, han mostrado valores de
sensibilidad y especificidad del 71,2 y 96,3% respectivamente (39).
La muestra mds adecuada para la deteccion de anticuerpos de
exposicion a T vaginalis es el suero, ya que las IgG se encuentran
en mayor porcentaje que en el exudado vaginal, donde segin
algunos estudios, las IgM ni siquiera se detectan (44). Ademds, el
empleo del suero como muestra permite que esta metodologia sea
apta para el diagndstico de la infeccion en ambos sexos (42). Sin
embargo, si lo que se pretende es detectar anticuerpos de tipo IgA,
isotipo predominante en secreciones seromucosas, el exudado
vaginal y endocervical son muestras mds apropiadas (45).
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Asi, el ELISA indirecto es una de las pruebas mds
especificas y ademds permite detectar, tanto casos de infeccion activa,
como una exposicion a la misma en el pasado. La obtencion de
péptidos quiméricos en el laboratorio ofrece ventajas adicionales a
esta técnica, debido a que evita el riesgo de que se produzcan
reacciones cruzadas cuando se emplean lisados del pardsito,
aumentando asi la especificidad (41). Sin embargo, esta
metodologia solo es capaz de detectar una infeccion pasada
relativamente reciente, puesto que los niveles de anticuerpos se
vuelven indetectables en torno a los 6-12 meses de la infeccion (14).
Asimismo, se trata de una técnica sofisticada que requiere de
personal especializado para su realizacion, ademds de un
equipamiento de laboratorio especial que puede no estar disponible
en algunos dmbitos.

Por otro lado, la técnica de ELISA sdndwich utiliza
anticuerpos especificos de captura inmovilizados sobre la placa de
microtitulacion, para la deteccion de antigenos de T vaginalis. Una
vez que esta union se ha producido, se afiade un anticuerpo
especifico conjugado con una enzima o con biotina (46). Con la
adicion del sustrato cromdgeno, se produce una reaccion
colorimétrica que es cuantificable, de modo que la absorbancia
obtenida es proporcional a la concentracion de antigeno en la
muestra (38).

Estudios recientes han constatado que este tipo de ELISA
posee un 88,9% de sensibilidad y un 97,1% de especificidad en la
deteccion del antigeno de T. vaginalis, usando el cultivo como
método de referencia (31). Estos valores ya habian sido definidos
en estudios previos, en los que se utilizaron anticuerpos
monoclonales para detectar un antigeno de superficie del pardsito
en muestras de exudado vaginal (47). Sin embargo, es necesario
considerar que existe una tasa de falsos positivos del 2,9% al
comparar esta prueba con el cultivo de dicho tipo de muestra. Este
hecho podria deberse a la deteccion de trofozoitos no viables en la
misma, algo que ocurre con menos frecuencia en el cultivo, por
centrarse este fundamentalmente en la identificacion de organismos
viables con motilidad (31).

3.3. Técnicas de inmunofluorescencia

Las técnicas de inmunofluorescencia se usan
preferiblemente para llevar a cabo estudios de investigacion, mds
que como prueba diagndstica. En los tltimos aios, se ha utilizado
con frecuencia la inmunofluorescencia directa (IFD), empleando
como conjugado, anticuerpos monoclonales marcados con
fluordforos para detectar antigenos de T vaginalis, como la proteina
de adhesion AP33 (48). Ademds, se recurre habitualmente a la [FD
para el estudio de las caracteristicas morfoldgicas y metabélicas del
pardsito, tales como, la organizacion de los microtGbulos utilizando



IANAI.IES I

RANF

lwww.analesranf.com

lf" B
N4 e

a

Ledf

» O

Bt

L

" ¢
_\

2N S .
- 1“.' Al -‘

| A

Figura 2. Inmunofluorescencia indirecta de un aislado clinico de Trichomonas vaginalis con presencia de virus. Trofozoitos observados mediante microscopia dptica, 400X
(A). Misma muestra observada en el microscopio de fluorescencia, 400X (B). Los trofozoitos TVV -+ aparecen de color verde tras ser marcados con el anticuerpo monoclonal
(20A3 anti-P270, molécula que se expresa en su superficie. Los pardsitos que no contienen TVV aparecen de color rojo, al ser tefiidos con Azul de Evans.

como conjugado anticuerpos anti-tubulina (49). Recientemente, la
aplicacion de dicha técnica ha permitido evaluar la presencia de
Trichomonas vaginalis virus (TVV) en el interior del trofozoito,
mediante la utilizacion del anticuerpo monoclonal C20A3 dirigido
hacia la proteina P270 (50) (Figura 2). Dicha molécula sufre un
cambio fenotipico, siendo expresada en la superficie del pardsito
cuando este presenta TVV (51).

En el diagndstico de la tricomonosis, se pueden utilizar
también técnicas de tincion fluorescente, empleando por ejemplo el
naranja de acridina, que pueden alcanzar valores de sensibilidad
del 73,5% segin algunos estudios (52). En cuanto a la IFD, se trata
de una prueba con una sensibilidad superior a la del examen en
fresco, alcanzando valores del 96%. Cabe destacar que estas cifras
se alcanzan cuando se utiliza como muestra el exudado vaginal de
muijeres infectadas Unicamente con este pardsito, mientras que si la
paciente padece de otras ITS este valor decae hasta el 67% (53).

El uso de técnicas de inmunofluorescencia para el
diagnostico de T, vaginalis puede ofrecer ciertas ventajas, al ser una
prueba muy especifica y precisa, proporcionando resultados de fécil
interpretacion. No obstante, disponer de ella como primera opcion
para el diagnostico de rutina puede resultar complicado, por ser
bastante sofisticada y requerir de un microscopio de fluorescencia,
asi como de personal capacitado para su manejo. De esta manerq,
seria mds Otil para la confirmacion de resultados negativos tras un
examen microscopico directo de la muestra o la realizacion de un
cwltivo, por ejemplo (54).

3.4. Inmunocromatografia
Como se ha mencionado anteriormente, la mayoria de las
pruebas POC que se han desarrollado hasta la fecha son de tipo

inmunocromatografia. Este es el caso del 0SOM® Trichomonas fest,
un inmunoensayo de flujo lateral capaz de detectar una adhesina
de T vaginalis (55). La sensibilidad de este test es del 83-90%,
comparable a la de los NAAT (nucleic acid amplification test), y su
especificidad en muestras de exudado vaginal es excelente, siendo
esta superior al 98,8% (Tabla 2). Ademds, se trata de una prueba
sencilla de realizar, siendo posible incluso llevarla a cabo en el
propio domicilio del paciente (56).

0SOM®  Trichomonas fest utiliza anticuerpos
monoclonales inmovilizados sobre la membrana de nitrocelulosa,
que se unen de forma especifica al antigeno en cuestion. Esta prueba
emplea ademds otro anticuerpo, conjugado con particulas de color
azul, de manera que al formarse el inmunocomplejo, aparece una
linea de este color que manifiesta un resultado positivo (Figura 3).
Como en cualquier inmunocromatografia, para considerar la prueba
vdlida siempre debe aparecer la linea control, en este caso, de color
rojo (57).

4. TECNICAS DE DIAGNOSTICO MOLECULAR

Las técnicas moleculares resultan dtiles para la deteccion
de aquellos microorganismos que son dificiles de aislar y/o cultivar,
y una alternativa esperanzadora para el diagndstico de aquellos
casos en los que la muestra exhibe un escaso ndmero de patdgenos
(32). Por ello, hoy en dia estdn convirtiéndose en una buena
alternativa diagndstica, debido al aumento de su rapidez y exactitud,
asi como a su mayor sensibilidad y especificidad (56).

Existen tres tipos de técnicas moleculares: amplificacion,
hibridacion y secuenciacion. La Oltima es mds empleada en
laboratorios de investigacion, para identificar y tipificar, mientras
que las dos primeras son frecuentemente utilizadas en el diagndstico
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Tabla 1. Ventajas e inconvenientes de las diferentes técnicas de inmunodiagndstico disefiadas para el diagnéstico de la tricomonosis en muestras

humanas.
Nombre comercial ~ Sensibilidad (S) Esped- Pat6geno(s) que identi- . .
Tipo g pruoka (cwando proceda) ficidad (E) fica Wia [T TS
. 088% E.9219

Kalon® TV latex s ol /(OéSE) il T vaginlis
agglutination test Y09 Especificidad peor que
(Kalon Biological) Rapidez, sencillez, examen en fresco y

Aglutinacion buena relacion coste- wltivo

S: 70%, E: 96%

_ (T vaginalis);
y (C albicans) (37)

I vaginalis C albicans

efectividad No permite el diagnds-

tico en el vardn

$:71,2—173%

Deteccion de exposicion

imEiiLrI::o“ T vaginalis en el pasado Disponi-  Técnica sofisticada
E: 96,3% (39) ble para varones
ELISA S: 88,9%, E: 97,1% T vaginalis Buenas sensibilidad y  Deteccidn solo de infec-
sGndwich (exudado vaginal) (31) - Vo9 especificidad (ion activa
Bl Muy visual, buena sen-
IFDb E: no especificada I vaginalis YV Técnica sofisticada
sibilidad
(53)
0SOM® S: 83-90%, E: 98,8% Rapidez, sencillez, ~ No indicado en asinto-
IC Trichomonas fest i Y T vaginalis ' y

(Sekisui Diagnostics)

(exudado vaginal) (56)

buena sensibilidad mdticos

a Empleando como antigeno lisado celular. b Inmunofluorescencia directa. ¢ Inmunocromatografia.

de rutina (32). De las tres, la amplificacion resulta la mejor opcion
para el diagndstico de pacientes asintomdticos, debido a que, en
estos casos, las pruebas de hibridacion no ofrecen resultados tan
satisfactorios (56).

Entre las pruebas diagndsticas que detectan el material
genético mediante amplificacion, se encuentran los NAAT. Estos
muestran una sensibilidad muy alta y, ademds, no precisan de una
efapa de incubacion o de conservacion del material genético, debido
a que no requieren que el microorganismo esté vivo (11). Un
ejemplo es Aptima ™ TV Assay, prueba que en la actualidad se
encuentra aprobada tanto por la FDA (Food Drug Administration),
como por la Unidn Europea (11). Este ensayo captura el ARNr de T
vaginalis mediante un oligdmero especifico, para después
amplificarlo mediante AMT (amplificacion mediada por
transcripcion). Los amplicones obtenidos se detectan por hibridacion
con una sonda de ADN marcada por quimioluminiscencia (58). Se
trata de una prueba que requiere de personal muy especializado
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para su realizacion. No obstante, es muy sensible y especifica, con
valores del 88-100% y 98-100%, respectivamente (11). Otro
ejemplo es AmpliVue ™ Trichomonas Assay, prueba que en tan solo
45 minutos obtiene resultados de sensibilidad y especificidad del
100y 98,2%, respectivamente. En este caso, la técnica de defeccion
es bastante compleja, basada en una amplificacion isotérmica
dependiente de helicasa, por lo que requiere lisar la preparacion e
incubarla antes de llevar a cabo la amplificacion. La deteccion es
colorimétrica, mediante una técnica de flujo lateral (56).

Existen algunas técnicas de PCR maltiple, como el ensayo
Seeplex® Kit PCR assay, capaz de detectar T vaginalis junto con
otros cinco agentes causales de enfermedades genitourinarias:
Ureaplasma  uvrealyticum, Mycoplasma hominis, Chlamydia
trachomatis y Neisseria gonorrhoeae. En cuanto a lo que se refiere
a T vaginalis, la sensibilidad es bastante alta si se utiliza junto con
un método de extraccion previo adecuado (59). En numerosas
ocasiones, el paciente padece coinfecciones de estos patdgenos, por
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Figura 3. Posibles resultados obtenidos con el test de inmunocromatografia 0SOM® Trichomonas test (Sekisui Diagnostics) para la deteccion de antigenos de Trichomonas

vaginalis. Fuente: adaptacion de la figura propuesta en el Testing Handbook provisto con la prueba diagndstica.

lo que detectar su presencia de forma conjunta puede suponer una
reduccion en el gasto de reactivos (59).

Volviendo a los test POC, muchos de ellos son pruebas de
diagndstico molecular. Por ejemplo, Xpert® TV Assay se basa en la
amplificacion del material genético de T vaginalis. En tan solo 90
minutos y de manera automatizada, este ensayo ofrece resultados
con una sensibilidad superior al 99% en el caso de muestras de
exudado vaginal y endocervical, y del 97,2-99% para muestras de
orina en el hombre (28).

Recientemente, se han desarrollado algunas pruebas de
hibridacion de dcidos nucleicos (NAH) para el diagnéstico de T
vaginalis. Este tipo de tecnologia detecta una secuencia especifica
del material genético (ADN o ARN) del pardsito, utilizando una
sonda complementaria a dicha region, la cual se encuentra marcada
radiactivamente, con fluoréforos o de manera quimica, permitiendo
asi visualizar la hibridacién en caso de que se produzca (32). Entre
estas pruebas se encuentra Affirm ™ VPIII, que permite detectar en
un Gnico ensayo el material genético de T vaginalis, Gardnerella
vaginalisy C. albicans, mediante hibridacion por sonda (Figura 4).

Sin embargo, no es la opcion mds rdpida para el diagndstico, y
tampoco muestra una sensibilidad tan alta como la de ofras pruebas
moleculares (56).

En resumen, las pruebas NAAT presentan muchas
ventajas, sobre todo aquellas que son POC, al combinar la excelente
sensibilidad de los métodos de diagnastico molecular, con la rapidez
y facilidad de llevarlos a cabo en cualquier dmbito. Los test de
amplificacion no requieren conservar la muestra previamente para
mantener el pardsito viable, por lo que su implantacion es una muy
buena eleccion para realizar un diagndstico rdpido y sensible (11).
Ademds, este tipo de técnicas son la mejor opcion para el diagndstico
de la tricomonosis en el hombre y permiten incluso la deteccion de
casos asinfomaticos. De hecho, ambos grupos engloban a un alto
porcentaje de la poblacion afectada y suelen pasar desapercibidos,
mostrando dichas pruebas valores de sensibilidad muy buenos (29,
56). Cabe destacar que se obtiene un resultado con mayor rapidez
que con las técnicas fradicionales, como es el cultivo y, ademds,
permite utilizar no solamente la orina como muestra, sino también
semen y ofras secreciones del tracto genital (60). De hecho, se ha

Resultados

POSITIVO:

COLORACION AZUL
NEGATIVO:

O

AUSENCIA DE
COLORACION AZUL

Resultados cualitativos: los

resultados positivos pueden ser mas
claros o mas oscuros que el control

Controles

TEST VALIDO:
Control positivo = AZUL
Control negativo = SIN COLOR

Consultarel prospecto del test parala
interpretacion del control trivalente:
Trichomonas, Gardnerella, Candida

Figura 4. Resultados y controles del test AffirmTM VPIII (Beckton Dickinson and Company). Fuente: adaptacion de la figura propuesta en el Testing Handbook provisto

con la prueba diagndstica.

Trichomonas vaginalis: diagnastico de una infeccion de

transmision sexual olvidada
Judit E.Méndez , Cristina Fonseca y Alexandra Ihéfiez m



. ANALESI

RANF
www.analesranf.com ¥

Tabla 2. Ventajas e inconvenientes de las diferentes técnicas de diagnastico molecular disefiadas para el diagndstico de Trichomonas vaginalis.

Nombre comercial Sensibilidad (S) - , .
Tipo de prueba (cwando proceda) Espeficdad (E) Patégeno(s) que identifica Ventajas Inconvenientes
pplima™ S: 88—100%
TV Assay E: 98—100% T vaginalis
(Hologic) (1)
AmpliVve ™ S: 100%, E: 98,2%
Trichomonas Assay T vaginalis Proceso largo,
Diagnéstico molecular (Quidel) (56) Muy buenas sensibilidad  equipamiento sofisticado,
amplificacion NAAT® y especificidad necesidad de personal
Seeplex® § T vaginalis walificado
D6 U. urealyticum
ACE Detection M. hominis
Altas ol
M. genitalivm
(Seegene) C trachomatis
N. gonorrhoeae
S:99,5—100% (mujer)
S: 97,2 % (orina, vardn)
E: 99,4-99,9% ; :
Diagnéstico molecular de Xpert® TV Assay i - RUP.'d.e.Z ' senul[e z‘,.buena
o . (mujer) T vaginalis sensibilidad Posibilidad de
amplificacién POC (Cepheid) iilizacién en homb
E. 9990, utilizacién en hombres
(orina, vardn)
(28)

Affirm ™ VPl S: 92,8% (Tv)

E: 99,9% (Tv), ambos

Diugnésticf) m(.J!eculur i (Bectog Olr)r:dz:s;m L comparados con examen
bridacion pany fresco
(64)
Diagndstico molecular
Mayor que NAAT (63)

LAMP

T vaginalis

Proceso largo y complejo,
sensibilidad menor que
otros fest moleculares

C albicans Muy buena especificidad

G. vaginalis

Menor limite de deteccion
que la PCR anidada

Muy sensible a

T vaginalis A
contaminacion

demostrado que la combinacion de varios fipos de muestra
obtenidas en el varon, puede ofrecer mejores valores de sensibilidad
(27). Sin embargo, si se decide apostar por una prueba de
diagnastico molecular no POC, la mejor opcion es la PCR a tiempo
real, la cual no requiere de un procesado post-amplificacion, y posee
un 90,1% de sensibilidad y hasta un 100% de especificidad (27).
Una metodologia de deteccion molecular mds reciente y que ofrece
buenos resultados es la técnica LAMP (/oop-mediated isothermal
amplification). Esta prueba consiste en la amplificacion de la region
diana deseada, utilizando una ADN polimerasa que trabaja en
condiciones isotérmicas, junfo con dos parejas distintas de cebadores.
La primera pareja seiiala el sitio de comienzo de la amplificacion.
La polimerasa desplaza las cadenas a medida que inserta los nuevos
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nucledtidos en la sintesis, de forma que la cadena molde original
queda por encima formando un “loop” o estructura circular de ADN.
Este “loop” sirve a su vez como molde para la sintesis, que se inicia
gracias a la segunda pareja de cebadores, originando maltiples
copias. Dicha reaccion ciclica continda, consiguiéndose un alto
nomero de copias en un corfo periodo de tiempo y una excelente
selectividad, gracias a la ufilizacion de los dos pares de cebadores
que reconocen la region diana en secuencias distintas (61).

La fecnologia LAMP puede utilizarse como método de
deteccion del material genético de T vaginalis. En este caso, la
region diana escogida corresponde a la proteina AP65, la cual
desempedia una funcion dual: como adhesina en la unién a las
células del hospedador cuando se expresa en la superficie del
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pardsito, o actuando como enzima mdlica cuando se localiza en el
interior de los hidrogenosomas del trofozoito (62). Este método
presenta una especificidad muy buena debido al uso de los cuatro
cebadores que reconocen seis secuencias distintas (61), no existiendo
reacciones cruzadas con otros microorganismos como C. albicans,
Staphylococcus aureus, E. coli o Toxoplasma gondii, al ser la
molécula AP65 una proteina especifica de este pardsito. Su
sensibilidad ha sido comparada también con la de otras técnicas
moleculares como la PCR anidada, y autores como Li y
colaboradores (63) afirman que es incluso superior, aunque sin
especificar valores concretos. Por todos estos motivos, el empleo de
la tecnologia LAMP puede ofrecer muchas ventajas, ya que no es
necesario el uso de un termociclador, los resultados pueden revelarse
mediante electroforesis, como en una PCR habitual y no se demora
mds de una hora en presentarlos (61). Sin embargo, esta tecnologia
también muestra inconvenientes como, por ejemplo, una extrema
sensibilidad a la contaminacion con otro material genético. Ademds,
algunos componentes como el SYBR-green -utilizado para la
cantificacion del producto amplificado-, asi como la presencia de
restos de sangre, orina o PBS, pueden ejercer un efecto inhibitorio
sobre la amplificacion (63).

5. CONCLUSIONES

La infeccion causada por Trichomonas vaginalis es una de
las enfermedades de transmision sexual curables de mayor
incidencia en el mundo; sin embargo, las metodologias tradicionales
que se usan para su diagndstico (examen en fresco y cultivo), no
son lo suficientemente sensibles y prdcticas. Como alternativa, han
surgido las pruebas point of care, mds adecuadas para llevar a cabo
cribados en poblaciones de riesgo, mostrando valores de sensibilidad
y especificidad excelentes, siendo ademds sencillas de realizar. En
cuanto a las técnicas inmunoenzimadticas disponibles, el ELISA
sandwich posee una sensibilidad y especificidad muy buenas para
la deteccion de antigenos, mientras que el ELISA indirecto resulta
excelente para identificar exposiciones previas al pardsito y
diferenciar una infeccion activa de una pasada que haya ocurrido
recientemente. Con respecto al diagnastico de la tricomonosis en el
varon, la mejor opcion son las pruebas moleculares, las cuales
permiten defectar casos asintomdticos y son compatibles con el tipo
de muestra requerida. En concreto, los test POC de amplificacion del
material genético son la mejor alternativa para el diagndstico de
la tricomonosis en el hombre. Estos ensayos ofrecen diversas
ventajas, como es la utilizacion de distintos tipos de muestra para
poder llevarlos a cabo. Cabe destacar la importancia de aquellas
pruebas que son capaces de detectar la presencia de varios
patdgenos, puesto que es frecuente la existencia de coinfecciones en

la poblacion parasitada con T, vaginalis. Si se dispone de un método
de extraccion adecuado, la mejor eleccion es el kit de PCR miltiple,
capaz de identificar hasta cinco microorganismos distintos, con una
buena sensibilidad. Sin embargo, si lo que se requiere es una
prueba mds rdpida y menos laboriosa, conviene apostar por las
técnicas de aglutinacion, algunas de las cuales permiten ademds
detectar simultdneamente antigenos de Candida spp. junto con los
de T vaginalis.

En definitiva, las nuevas técnicas actualmente disponibles
para el diagndstico de infecciones causadas por T vaginalis han
demostrado ser mejores, tanto en términos de sensibilidad como de
rapidez, en comparacion con los métodos tradicionales de examen
en fresco y cultivo de la muestra. Por esta razon, deberian
implementarse en los profocolos para el diagndstico de esta infeccion
de transmision sexual, con el objetivo de (i) detectar el mayor
nomero de casos posible de manera precoz, incluyendo a los
pacientes asintomadticos y varones, (ii) favorecer un comienzo
inmediato en la administracion de los tratamientos y, en
consecuencia, (iii) evitar el riesgo de sufrir complicaciones derivadas
de dicha parasitosis.

Abreviaturas

ADN, dcido desoxirribonucleico; AMT, amplificacion
mediada por transcripcion; ARN, dcido ribonucleico; ARNr, ARN
ribosomico; CDC, del inglés, Center for Disease Control and
Prevention; ELISA, del inglés, enzyme-linked immunosorbent assay;
FDA, del inglés, Federal Drug Administration; IFD,
inmunofluorescencia directa; IgA, inmunoglobulina A; IgG,
inmunoglobulina G; IgM, inmunoglobulina M; ITS, infeccion de
transmision sexual; LAMP, del inglés, loop mediated isothermal
amplification; NAAT, del inglés, nucleic acid amplification fest; NAH,
del inglés, nucleic acid hybridization; OMS, Organizacion Mundial
de la Salud; Pap, Papanicolaou; PBS, tampdn fosfato salino; PCR,
reaccion en cadena de la polimerasa; PFOR, piruvato ferredoxin
oxidorreductasa; POC, del inglés, point of care; SIDA, sindrome de
la inmunodeficiencia adquirida; Tv, Trichomonas vaginalis; TV,
Trichomonas vaginalis virus; TYM, del inglés, tripticase yeast
maltose.
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