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JUEGO PARA EL DIAGNOSTICO RAPIDO
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RESUMEN: Se desarrolla un juego de reactivos para el diagnéstico de Trichomonas vaginalis
a partir de particulas de latex sensibilizadas con inmunoglobulinas contra T. vaginalis, un control
positivo y uno negativo. Este juego se utiliza en el diagnéstico del protozoo mediante una aglutina-
cién rapida sin necesidad de emplear ningun equipo especifico. Los resultados mostraron una
sensibilidad de 98,7 % y especificidad de 99 %, para un limite de deteccién de 104 células/mL. Se
realizo el estudio de sensibilidad al latex durante un afio a los controles positivos y negativos con
resultados satisfactorios.
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DE FIJACION DE LATEX/métodos; ALERGIA AL LATEX.

Trichomonas vaginalis es uno de los
principales patdgenos responsables de
vaginitis, cervicitisy uretritisenlamujer. A
pesar de que es necesario un diagndstico
seguro para €l tratamiento especifico, €
diagndstico clinico de rutinadepende dela
identificacion del parésito en las muestras
de exudado vaginal através del microsco-
pio éptico, que desaf ortunadamente detec-
ta solamente el 60 % de las mujeres positi-
vas por cultivo.t

El cultivo del exudado en medios se-
lectivos esta considerado como el diagnés-

tico de certeza de este microorganismo,?3
pero es costoso y se necesita de muchos
dias de incubacién, tiempo durante € cual
los pacientes infectados contindian trans-
mitiendo este parasito.!

En el hospital ginecoobstétrico "Ra
mon Gonzalez Corg", en €l primer trimestre
de 1996, se investigaron 481 casos, de los
cuales seevidenci6 Trichomonasvaginalis
en el 8,3 % delas mujeres estudiadas, y se
consider6 como uno de los 3 microorga
nismos que con mayor frecuencia causa
vaginitis.
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Contar con un medio de diagnéstico
rapido, sensible y especifico es de suma
importancia parael especialista. Las prue-
bas de aglutinacién enlatex brindan € diag-
néstico en 5 min'y por su sencillez pueden
realizarse en lamisma consulta por €l per-
sonal paramédico.

En nuestro trabajo nos propusimos
como objetivo la elaboracién y validacién
de un juego de reactivos de latex para €l
diagnéstico rapido de la trichomoniasis
vaginal enlamujer.

Mét odos

1. Aislamiento y cultivo

Se aidl6 Trichomonas vaginalis de un
exudado vaginal de una mujer con signos
clinicos de vaginitis. Este aislamiento se
cultivé en medio Diamond modificado du-
rante48ha37 °C en microaerdfilia. Laespe-
cieseidentifico por e estudio morfol 6gico
mediantelacoloracion de Giemsa.*

2. Animales

- Conegjos: se utilizaron 3 conejos ma-
chos, Nueva Zelandia, blancos, de2 a
3 kg de peso para cada una de las va
riantes de inmunégenos y 3 conejos
controles. Estos se colocaron indivi-
dualmente en jaulas, recibieron comi-
day aguaad libitum, y €l ciclo diurno
fuede6 horasluz.

- Carneros: se emplearon 3 carneros
Pelibuey de 45 a 50 kg de peso, que se
mantuvieron en condiciones de vida
libre, recibieron pienso y forragje 2 ve-
cesal diay aguaad libitum.

3. Elaboracion del antigeno

Antigeno crudo: para obtener el
antigeno crudo (Agc), los frascos de

cultivo del parasito de 48 h se coloca
ron en bafo frio durante 10-15 min,
posteriormente se lavaron 3 veces en
solucion salinaestéril a2 000 rev/min,
durante 10 miny el sedimento obteni-
do se sometié a una disrupcion ultra
sbnica con un ultrasonicador Modelo
CV 17 (Bioblock Scientific) 3 vecesdu-
rante 10 seg a 20 amplitudes.

- Antigeno soluble: para obtener el
antigeno soluble (Ags), parte del Agc
secentrifugd a100 000 rev/min, duran-
te 1 h a4 °C, colectdndose el sobre-
nadante.

- Antigeno fragmentado: parala obten-
cion de este antigeno se aplicé el mis-
mo procedimiento queparael Agc, con
lavariante de que el sedimento obteni-
do secongel6 a-70 °Cy se desconge-
|6 parafragmentar lascélulas.

- Determinacion de la concentracion de
proteinas. EI método de Bradford® se
aplicd para conocer la concentracién
de proteinas de cada antigeno, y se
seleccion6 aquel que tuviera una con-
centraciénigua o mayor al mg/mL.

4. Obtencion deinmunosuer os especificos
contra T. vaginalis

- Inoculacién: cadaunadelas variantes
deinmunégenosseinocularon siguien-
do el mismo esquemadeinoculacion.

- Losantigenos crudo y soluble se ino-
cularon con una concentracion entre 1
y 2 mg/mL de proteinas. El antigeno
completo se prepard einocul 6 con una
concentracion de 107 células/mL. Las
dosis de recuerdo se elaboraron con la
mitad delas concentraciones paracada
inmundégeno.

- Determinacién dd titulo deanticuerpos:
los titulos de anticuerpos se determi-
naron por inmunodifusion en gel de
Agarosa (IGA), aplicando diluciones
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de los sueros desde 1:2 hasta mas de
1:64. El suero secolecté cuando € titu-
lofuesuperior al:32.

5. Obtencién de las inmunoglobulinas v
conjugacion con las particulas de |atex

- Inmunoglobulinas: las proteinas del
suero se purificaron por precipitacion
con sulfato de amonio y se obtuvieron
inmunoglobulinas (1g) totales, paraob-
tener 1gG serealizo unacromatografia
por DEAE celulos®y se determind la
concentracion de proteinas de cadauna
de€llas por densidad épticaa 280 nm.
Laslgtotalesy lalgG seevauaron por
|GA. Paralasensibilizacion delasparti-
culasdelétex, lasinmunoglobulinas se
diluyeron en soluciontampén deglicina
(STG), pH 8,4, con diluciones dobles
desde 1:2 hasta 1:128, teniendo en cuen-
tala concentracién de proteinas.

- Cdidadde l&tex utilizado: seutilizaron
particulas delatex suministradas por la
casaBANGSLAB.

- Proceso de conjugacion: parala con-
jugacion de las particulas de latex se
utilizaron 2 esquemeas:

» EsguemaA: seunieronlaslg con las
particulas de latex a 0,1y 0,05 % du-
rante 1 ha37 °C en agitacion constan-
te y se bloqued con albumina bovina
al 10 %, ademés se unieron las Ig con
el latex a 1 % durante 30 min, en las
mismas condiciones. Al final seleafia-
di 6 azida sodica como preservo.

»  EsguemaB: laconjugacion delaspar-
ticulas de latex serealiz6 delamisma
formaque en el esquemaanterior, pero
despuésdelauniony del bloqueo con
albdmina se centrifugo, eliminando €l
sobrenadante y restituyendo nueva-
mente con STG. Al concluir € proceso
seleafiadié urea0,1 M como estabili-
zador y azida sddica como preservo.

- Seleccion deladilucion de trabgjo de
las Ig conjugadas: las Ig anti
T.vaginalis conjugadas con latex, se
evaluaron frente a las diferentes con-
centracionesdetrichomonas, 10°a10°
trichomonas/mL y se selecciond la
mayor dilucion de las Ig que detectd
una menor concentracién de
microorgani smos.

6. Elaboracion del control positivo

Para obtener € control positivo se uti-
lizaron frascosdecultivode T. vaginalisde
48 h de incubacidn, se colocaron en bafio
frio durante 10 a 15 min, pasado estetiempo
selavaron con STG, pH: 8,4, 3vecesa2 000
rev. durante 10 min, despues de la Gltima
centrifugacién el sedimento seresuspendio
en un volumen entre 10-15 mL y se cont6
en cAmara de Neubauer. Posteriormente se
sonico 3 veces a 14 amplitudes por 10 se-
gundosy seleafiadi6 10 L de azidasbdica
al 0,1 % por cadamL delasolucién.

7. Elaboracion del latex control negativo
y €l control negativo del juego

- Latex control negativo: Para la
elaboracion del |&tex control negativo
se obtuvieron las inmunoglobulinas
totales de carneros sanos, no
inmuni zadosy se sensibilizaron con las
particulas delatex aplicando el mismo
procedimiento que parael latex anti T.
vaginalis.

- Control negativo: € control negativo
del juego esSTG, pH-7.

8. Estabilidad de los reactivos del juego
- Pruebade estabilidad: 3 lotes del jue-

go delatex-globulinaanti T. vaginalis
secolocaron en unrefrigerador domés-
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tico con unatemperaturaentre 2-8 °C,
durante un afo, y se evalud su
funcionabilidad mensuamentefrentea
diluciones de lacepa.

- Reacciones cruzadas: se prepararon
suspensiones de microorgani smos
como: E. coli, Staphylococcus spp,
Sreptococcus spp. y Lysteria spp, con
una concentracion de 106 células/mL,
evaluadapor latécnicade Mc Facland
y se enfrentaron al |atex inmunoglo-
bulinaanti T. vaginalis.

9. Validacion de la prueba rapida de latex

- Pruebadelétex: lapruebargpidadel&
tex globulinaserealiz6 depositando en
una superficie de cristal 20 yL del
reactivo delatex acopladoy 20 L del
sedimento del exudado vaginal; conun
removedor se mezclaron ambas gotas
y seprocedid aimprimir un movimien-
to de rotacion por 3 min. Durante ese
tiempo se observo contra una superfi-
cieoscuray sedetermind lapositividad
por la presenciade aglutinacion, igual
aladel control positivo.

- Cultivo: € cultivo se utiliz6 como téc-
nica de referencia. Se colocaron are-
dedor de 100 L del exudado vaginal
en un tubo de cultivo de tapa de rosca
que contenia5 mL de medio Diamond
modificado. Posteriormente seincubd
a37 °C durante 48 h; pasado esetiem-
po setomd unagotadel sedimento con
ayuda de una pipeta Pasteur, se colo-
cO sobre un portaobjeto y se cubrioé
con un cubreobjeto paraohservarlaen
el microscopio en el lente de40X.

10. Indicadores de calidad

Los indicadores de calidad, sensibili-
dad, especificidad y eficiencia se obtuvie-
ron segun las férmulas empleadas por
Argotey Lépez”

Resul t ados

Las laminas coloreadas evidenciaron
lamorfologia caracteristica del protozoo:
4 flagelosanteriores, un cuerpo en formade
pera con una membrana ondulante tipica
méscortaqued cuerpo, sinflagelo posterior.

Los inmunosueros obtenidos de 1os
congjos inmunizados con antigeno crudo
tuvieron titulos de anticuerpos superiores
a1:64, mientras que los inmunosueros ob-
tenidos de los conejos inmunizados con
antigeno fragmentado y antigeno soluble
tuvieron titulos de anticuerpos hasta 1.8 y
1:16, respectivamente en cada uno de los
animalesinoculados, por lo quelassiguien-
tes inmunizaciones se realizaron con
antigeno crudo.

El titulo de anticuerpo en lossuerosde
carneros inmunizados con antigeno crudo
tuvieron titulos superioresa1:128.

Se seleccionaron las | g totales parala
conjugacion con las particulas de latex, ya
que € titulo de anticuerpos obtenido con
las1gG fueinferior a1:8, mientras que con
las Ig totales €l titulo de anticuerpos fue
mayor de1:32.

En & esguema A de la conjugacion,
los latex que se obtuvieron aglutinaban li-
geramente con el control negativoy no eran
estables por mas de 2 semanas. Los latex
obtenidos por el esquemaB no aglutinaban
con €l control negativo y se mantuvieron
estables por més de 2 semanas, por lo que
se continud la sensibilizacion con este es-
quema, utilizando €l latex a 0,1 %.

En latabla 1 se observan los resulta
dos delaevauacion de las diferentes dilu-
ciones de los conjugados frente a diferen-
tes concentraciones de T. vaginalis. Se ob-
serva que lamejor dilucion del conjugado
es 1:64, yaque eslamayor dilucion delas
Ig que detecta la menor concentracion de
mi croorgani smos.
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TABLA 1. Evaluacion de las diferentes dilu-
ciones de Ig anti T. vaginalis conjugadas con
latex

Diluciones delas g

conjugadas
TrichomonassmL 2 4 8 16 32 64 128
103 - - - - -+ -
104 - -+ 4+ -+ -
108 - -+ o+ o+ o+ -

TABLA 3. Indicadores de calidad de la prue-
ba réapida de latex

Indicadores de calidad Léatex
(%)
Sensibilidad 98,7
Especificidad 99
Eficiencia 99

TABLA 2. Porcentaje de mujeres que resultaron positivas a T.
vaginalis por latex y cultivo en diferentes centros asistenciales del

pais
Centro asistencia No. de muestras Positivas por
Latex Cultivo
"Ramon Gonzélez Coro" 564 33 33
Materno de San José 166 23 22
Higiene y Epidemiologia 167 15 14
Policlinico del Este 47 7 7
"Hijas de Galicia" 185 78 80
Total % 1129 156 (13,5 %) 156 (13,5 %)

La estabilidad de los reactivos que
componen €l juego de T. vaginalis fue de
12 mesesy no se evidencid reaccion cruza
da con los microorganismos estudiados,
gue forman parte de la flora vagina de la
mujer.

Lavalidacion denuestrapruebaserea
liz6 en diferentes centros asistenciaes del
pais. Enlatabla2 se muestran |os porcenta
jesde mujeres queresultaron positivasaT.
vaginalispor latex y por cultivo (técnicade
referencia) en cada uno de los centros de
estudio.

Para determinar la sensibilidad, espe-
cificidad y eficiencia de la prueba rapida
delétex seutilizd e cultivo como técnicade
referenciay se tomaron como verdaderos
positivosy verdaderos negativoslas mues-
tras en que se aislaron 0 no microorga-
nismos por esta técnica respectivamente
(tabla3).

D scusi 6n

L as caracteristicas morfol dgicas obser-
vadas en d presente aidamiento correspon-
denalasdescritaspor Levineen 1973 parala
especie T. vaginalis; por otraparte, con estas
caracteristicas solo puede estar presente esta
especie en los exudados vaginales.

El cultivo del parésito es sin duda la
técnicade el eccion paraconfirmar un resul-
tado positivo,%1° no obstante, otrosinves-
tigadores sefidlan que la prevalencia de la
trichomoniasis esta subestimada cuando se
diagnostica solamente por este método.™*

Estudios comparativosdelatécnicade
cultivo y la PCR en € diagnostico de la
trichomoniasisvaginal han evidenciado re-
sultados similares de sensibilidad y especi-
ficidad,2*?|o que demuestraquelatécnica
molecular puede ser incorporadajunto con
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otras metodologias para €l diagndstico de
enfermedades de transmision sexual .2*4 Si
analizamoslosdatos anteriores, podrian ser
similareslos resultados de la prueba de [&
texy laPCR.

No obstante los valiosos resultados
que se han obtenido con laaplicacién dela
PCR, este método problamente no rempla-
zara los métodos actuales que se utilizan
parael diagndstico de rutina de esta enfer-
medad en paises subdesarrololados, por €
alto costo que presenta.’®

El juego dereactivo delatex produci-
do en nuestro centro, tuvo una sensibili-
dad, especificidad y eficienciade 98,7, 99
y 99 %, respectivamente. Esta técnicano
requiere de equipos especializados, es de
facil realizacién y el resultado se obtiene
en un tiempo breve, por lo que el mismo
dia se puede conocer €l resultado del diag-
nosticoy de ser necesario, €l médicoenla
mismaconsulta, puedeindicar € tratamien-
to ala paciente; ademas brinda la opcion
de poder refrigerar o congelar las mues-
tras para ser investigadas con posteriori-
dad, lo cual esimposible realizar cuando
este diagndstico serealizapor microscopia

o cultivo; los resultados son de facil lec-
turay se comparan con un control positi-
VO Y negativo que descarta cualquier po-
sibilidad de error; estas caracteristicas lo
hacen muy Util para el diagnéstico de la
trichomoniasisvaginal en loslaboratorios
clinicos de los hospitales especializados
en nuestro pais, y en otros paises en los
cuales esta parasitosis ocasione dafios a
lapoblacion vulnerable.

Este diagndstico posibilitaria ampliar
laatencion primariaa médico delafamilia,
centros de trabajo y centros estudiantiles,
lo que constituiria un ahorro de tiempo al
paciente, al médicoy a laboratorista. Per-
mite ademés que el enfermo puedainiciar
conmasrapidez d tratamientoy conello, evi-
tar unamayor difusion delaenfermedad.

Con € uso de esta técnica diagnéstica
de atasensibilidad y especificidad, es po-
sible controlar |os casosinfectados por esta
parasitosis y por latanto disminuir la pre-
valencia de esta enfermedad, aspectos que
son muy importantes paralasalud de nues-
tro pais y a nivel mundial, por lo que se
contindia trabajando para obtener resulta-
dos més aentadores.*®

SUMMARY: A kit of reagents for the diagnosis of Trichomonas vaginalis is developed
starting from latex particles sensitized with immunoglobulins against T. vaginalis, a positive and a
negative control. This kit is used in the diagnosis of the protozoo by means of rapid agglutination and
no specific equipment is necessary. The results show a sensitivity of 98.7 % and a specificity of 99 %
for a limit of detection of 104 cells/mL. The latex sensitivity study was conducted for the negative
and positive controls during a year. The results were satisfactory.

Subject headings: TRICHOMONIASIS/diagnosis; TRICHOMONAS VAGINITIS/diagnosis; FEMALE; LATEX

FIXATION TESTS/methods; LATEX ALLERGY.
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