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Resumen

La trichomonosis es una de las enfermedades de transmisién
sexual mas comun en el mundo y su incidencia ha aumentado
a pesar de las politicas implementadas para el control y la
prevencién de estas enfermedades debido a la epidemia del
SIDA. El problema es mayor debido a que no se cuenta con
un método de diagnéstico 100% efectivo y a que mas del
50% de los pacientes son asintomdticos. En este trabajo se
analizaron lavados vaginales y sueros de 30 pacientes
mexicanos con trichomonosis diagnosticada clinicamente,
para la deteccién de proteinasas y anticuerpos anti-proteinas
de T. vaginalis, respectivamente. Para la deteccién de
proteinasas en los lavados vaginales se utilizé electroforesis
en geles de sustrato. Para la detecciéon de anticuerpos anti-
proteinasas y anti-proteinas de T. vaginalis se emplearon
ensayos de inmunoprecipitacién y de inmunoelectrotrans-
ferencia, respectivamente. Se encontr6 una relacién entre la
presencia de proteinasas de T. vaginalis en las secreciones
vaginales y de anticuerpos anti-proteinas y proteinasas de
T. vaginalis en los sueros de las nueve pacientes con tricho-
monosis con cultivo-positivo. Estos datos nos permitirdn
valorar el potencial de algunas de estas moléculas como
parte bdsica de un nuevo método de diagndstico para
trichomonosis activa.

Palabras claves: Trichomonas vaginalis, trichomonosis,
proteinasas, anticuerpos anti-proteinasas, anticuerpos anti-
proteinas, lavados vaginales, sueros de humano, ensayos de
inmunoprecipitacion, electroforesis en geles de sustrato.

Introduccion

La trichomonosis es una enfermedad de transmisién sexual

(ETS) crénica no mortal de gran incidencia en el mundo, causada
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Abstract

Trichomonosis is one of the most common human sexually
transmitted disease in the world. The incidence of this
disease has increased in spite of the control and prevention
policies due to the AIDS epidemic. The problem could be
greater than what we see due to the lack of a good diagnostic
method and also because more than 50% of patients are
asymptomatic. In this work we analyzed vaginal washes by
substrate gel electrophoresis and sera by immunopreci-
pitation and Western blot assays from 30 Mexican patients
with clinical diagnosis of trichomonosis, in order to detect
proteinases and antibodies to trichomonad proteins,
respectively. We found a relationship between the presence
of trichomonad proteinases in vaginal secretions and
antibodies to trichomonad proteins and proteinases in
sera on the samples from the nine patients with culture-
positive trichomonosis. These data will help to evaluate the
potential of some of these molecules in a diagnostic method
to detect active trichomonosis.

Key words: Trichomonas vaginalis, trichomonosis,
proteinases, anti-proteinase antibodies, anti-protein
antibodies, vaginal washes, human sera, immunopre-
cipitation assay, substrate gel electrophoresis.

por Trichomonas vaginalis. Esta enfermedad es considerada un
problema de salud publica debido a las complicaciones asociadas
a ella como embarazos de alto riesgo debido a la ruptura tem-
prana de las membranas amnidticas, parto prematuro e infantes
de bajo peso,' neumonia en recién nacidos,? infertilidad, *
mayor susceptibilidad a la infeccién por el virus de la inmuno-
deficiencia adquirida *° y una predisposicion al cdncer cérvico-

uterino. ¢



La trichomonosis presenta una incidencia de 170 millones de
casos anualmente a nivel mundial, de 3 a 10 millones en Estados
Unidos ®*y en México en el afio 2002, la trichomonosis ocupd el
segundo lugar entre las ETS, superada unicamente por la
candidiasis urogenital (Fig. 1). La trichomonosis ha aumentado
progresivamente desde 1996, tanto que al 2002 el nimero de
casos casi se duplic6 en México (Fig. 2).”7 Los cinco estados de
la Republica Mexicana con mayor incidencia de trichomonosis
en los ultimos siete afios son: Veracruz, Estado de México,
Puebla, Chiapas y Michoacédn.” Estos datos sugieren que las
medidas de control y prevencién que se han implementado para
las ETS debido a la epidemia del SIDA no han sido efectivas para
reducir la incidencia de trichomonosis en nuestro pafs. El pro-
blema puede ser aun mayor dado que no se cuenta con un
método de diagndstico 100% efectivo y de que mas del 50% de
los pacientes son asintomaticos, por lo que las cifras reportadas
podrian estar subestimadas. 3
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Figura 1. Prevalencia de la trichomonosis en México respecto
a otras enfermedades de transmisién sexual. Se presenta el
numero de casos por mil habitantes de cada una de las enfer-
medades de transmision sexual (Candidiasis, Trichomonosis,
Virus del Papiloma Humano [VPH], Herpes y Gonorrea)
reportadas por el Sistema Nacional de Vigilancia Epidemioldgica
de SSA, 2002.
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Figura 2. Incidencia de trichomonosis en México en el periodo
comprendido entre 1996 y 2002. Se presenta el nimero de
casos de trichomonosis por mil habitantes reportados por el
Sistema Nacional de Vigilancia Epidemioldgica de SSA en los
ultimos 7 afios.
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El método comun para la deteccién de T. vaginalis es la obser-
vacion en fresco de las secreciones vaginales, o uretrales, de
los pacientes. Este método es el mas utilizado tanto en nuestras
instituciones de salud y en laboratorios de andlisis clinicos como
en muchos paises. Aunque debido a su baja sensibilidad, entre
30 y 80%, es uno de los métodos menos eficientes para el
diagnoéstico de la trichomonosis. En los paises desarrollados se
han reportado otras técnicas para el diagnéstico de la tricho-
monosis como ensayos de ELISA, pruebas con anticuerpos
fluorescentes, hibridacidn in situ o mediante reacciones de
PCR (Reaccién en Cadena de la Polimerasa), cuya sensibilidad
oscila entre 70-90%; sin embargo, estas dos tltimas todavia se
encuentran a nivel experimental. 3

Uno de los principales problemas para el control de la
trichomonosis se debe a que mas del 50% de los pacientes
asintomadtico, o con sintomatologia leve, no son diagnosticados
adecuadamente por la carencia de un método de diagndstico
alternativo al cultivo in vitro, el estandar de oro, para el cual se
requiere de al menos cinco dias para obtener el resultado. De
ahi la necesidad de un método de diagnéstico eficiente,
econdmico, especifico y de alta sensibilidad. Dicho método
permitiria la deteccién de T. vaginalis, sus productos o anti-
cuerpos contra éstos, en las secreciones uretrales o vaginales ®

o en el suero de los pacientes con trichomonosis activa. ?

Material y métodos

Pardsitos. El aislado CNCD-188 de T. vaginalis cultivado
axénicamente en medio TYM (triptona, extracto de levadura y
maltosa)'’® y suplementado con 10% de suero de caballo
inactivado por calor (TYM-SC) se utilizé como fuente de pro-
teinas para los ensayos de inmunoprecipitacién y de inmuno-
electrotransferencia. Los parasitos se crecieron a 37°C por
24 h para obtenerlos en la fase logaritmica de crecimiento.

Muestras bioldgicas. Los lavados vaginales (2-3 mL) y las
muestras de sangre (suero) se obtuvieron de 30 mujeres entre
20 y 49 anos de edad que acudieron al Centro Nacional de
Clinicas de Displasias (CNCD) del Hospital General de México
(HGM) con sintomatologia de vaginitis y diagndstico clinico de
trichomonosis, después de obtener su consentimiento por escrito
(Protocolo aprobado por el Comité de Etica del HGM). Los
sueros de seis personas sanas en estos mismos rangos de edad se
utilizaron como controles negativos. Para el cultivo in vitro
de T. vaginalis primero se obtuvo una muestra del fondo de
saco de la vagina con un hisopo estéril que se inoculé en el
medio TYM-SC en presencia de penicilina/estreptomicina
(Sigma) y fungizona (Gibco-BRL) para su axenizacién.'”
Enseguida, los lavados vaginales se obtuvieron mediante

inyeccion de solucién salina (2-3 mL) estéril en la cavidad
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vaginal. Después, la solucidn salina con el contenido vaginal se
recuperd en un tubo coénico estéril y se centrifugd a 900 x g
para eliminar parasitos y células descamadas. Posteriormente,
el sobrenadante se filtré por una membrana Millipore de

0.22 pm para descartar todo el material particulado remanente. ®

Deteccion de proteinasas en lavados vaginales. Los lavados
vaginales se concentraron diez veces por centrifugacién al
vacio (Speed Vac de Savant), para la deteccidn de proteinasas,
se mezclaron con amortiguador de muestra para electroforesis
2x (vol:vol) 1, se incubaron a 37°C por 20 min y se analizaron
en geles desnaturalizantes de poliacrilamida (Bio-Rad) al 10%
copolimerizados con gelatina (Bio-Rad) al 0.2%. Posterior-
mente, los geles se renaturalizaron con Tritén X-100 (Sigma)
al 2.5% por 1 h a temperatura ambiente y luego se activaron
por 3h a37°C en amortiguador de acetatos (Sigma) 100 mM,
pH 4.5 con -mercapto-etanol (Sigma) al 2.0%. Finalmente,
el gel se tifié con azul brillante de Coomassie (Bio-Rad) al
0.25% vy las bandas de las proteinasas se observaron como

bandas claras en un fondo oscuro.

Ensayos de inmunoprecipitacion. Para los ensayos de
inmunoprecipitacion, los sueros se diluyeron 1:10 en PBS y se
incubaron con Staphylococcus aureus fijado (Pansorbin,
Calbiochem Co., CA, USA) como fuente de proteina A, por
24h a 4°C en agitacion constante para facilitar la formacién
del complejo Staphylococcus-anticuerpo (Staph-Ac). Enseguida,
el complejo (Staph-Ac) se incub6 durante 1 h a temperatura
ambiente con un extracto rico en proteinasas obtenido a partir
de 2 x 10° paradsitos lisados en amortiguador de inmunopreci-
pitacién [PBS, pH 7.0, con Zwittergent 3-12 (Calbiochem) al
0.5%], para precipitar las proteinas reconocidas por los anticuerpos.
Después, las muestras se incubaron con el amortiguador de
muestra'' durante 25 min a 37°C para eluir las proteinas del
complejo, se centrifugaron y el sobrenadante (proteinasas) se
analizé en geles de SDS-poliacrilamida al 10% copolimerizados
con gelatina al 0.2%.

Inmunoelectrotransferencia. Las proteinas totales de 2 x 107
parasitos se obtuvieron por precipitacién con TCA (Sigma) al
10% '2, se separaron por electroforesis desnaturalizante en
geles de SDS-poliacrilamida al 10% y se electrotransfirieron a
membranas de nitrocelulosa (Bio-Rad). El analisis por
inmunoelectrotransferencia se realizd con un protocolo
estdndar '3; las membranas de nitrocelulosa con proteinas del
parasito primero se incubaron por 18 h a 4°C con los sueros
diluidos 1:100 de los pacientes, se lavaron con PBS-Tween 20
al 0.05% y luego se incubaron por 2 h a temperatura ambiente
con anticuerpos anti-inmunoglobulinas G (IgG) de humano
acoplados a peroxidasa (Bio-Rad) a una dilucién de 1:3000.
Como desarrollador de color se utilizé el 4-cloro-1-naftol
(Bio-Rad).
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Obtencién de anticuerpos anti-T. vaginalis. Cinco ratones
machos Balb/c de cuatro semanas de edad se inmuni-zaron via
intraperitoneal con 2 x 10° pardsitos en PBS por ratdn,
emulsionados con adyuvante completo de Freund para la
primera inmunizacién (Gibco-BRL) en una relacién de 1:1
(vol/vol). Los animales se retaron en tres ocasiones mas con
la misma cantidad de antigeno pero preparado en adyuvante
incompleto de Freund, con un intervalo de siete dias entre cada
reto. Posteriormente, los ratones se sangraron para detectar
la presencia de anticuerpos anti-trichomonas por inmunoelec-
trotransferencia como se describid previamente. Los ratones
se retaron en dos ocasiones mds para elevar el titulo de anti-
cuerpos y después se sangraron a totalidad evitando su
sufrimiento (de acuerdo al protocolo de uso y manejo de
animales aprobado por el Comité del Bioterio, del
CINVESTAV-IPN, CICUAL).

Resultados

Andlisis de muestras de pacientes por cultivo in vitro. De las
30 muestras obtenidas del fondo del saco de la vagina de las
pacientes clinicamente diagnosticadas con trichomonosis, solo en
nueve (9/30) de ellas se observo crecimiento de T. vaginalis.
El resto de las muestras (21/30) no presentaron crecimiento

del parasito, aun después de diez dfas de incubacién.

Presencia de proteinasas de T. vaginalis en lavados vaginales.
De los lavados vaginales de las 30 pacientes analizados en geles
de poliacrilamida copolimerizados con gelatina sélo los lavados
vaginales de las nueve pacientes con cultivo positivo (9/30)
presentaron bandas con actividad de proteinasas en un amplio
rango de tamaiios moleculares, desde 21 hasta 116 kDa (Fig. 3,
lineas 2-10). Algunas de las bandas de actividad correspondie-
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Figura 3. Proteinasas presentes en lavados vaginales de
pacientes con trichomonosis.

Los lavados vaginales (LV) de pacientes con trichomonosis
clinica se analizaron por electroforesis en geles de SDS-
poliacrilamida al 10% copolimerizados con gelatina al 0.2%.
Lineas 2-10, LV de pacientes con trichomonosis confirmada
por cultivo in vitro [LV Tv (+)]. Lineas 12-20, LV represen-
tativos de pacientes con trichomonosis clinica pero con cultivo-
negativo [LV Tv (-)]. Lineas 1 y 11 patrén de proteinasas de
un extracto total del aislado CNCD 188 de T. vaginalis (Ex)
utilizado como control positivo de actividad de proteinasas. kDa
muestra la posicidn de los marcadores de tamario molecular.
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Figura 4. Inmunoprecipitacién de proteinasas por los sueros de pacientes con trichomonosis. Ensayos de inmuno-
precipitacién. Lineas 1 y 4, controles positivos correspondientes a extractos de parasitos (Ex) y proteinasas inmunoprecipitadas con
un suero de ratén anti- T. vaginalis (R0Tv); Lineas 2 y 3 controles negativos, S. aureus solamente (Sa) e inmunoprecipitacién con el
suero preinmune de ratén (SNR), respectivamente. Lineas5-13, [SHTv (+)] sueros de pacientes con trichomonosis clinica cultivo-
positivos; lineas 14-22, [SHTv (-)] sueros representativos de pacientes con trichomonosis clinica cultivo-negativos. Lineas 23-25,
(SNH) sueros representativos de personas sanas, utilizados como controles negativos. Las proteinasas precipitadas por los sueros se
analizaron en geles de poliacrilamida al 10% copolimerizados con gelatina al 0.2%. kDa muestra la posicion de los marcadores de

tamafio molecular.

ron en tamafo a las observadas en el extracto de T. vaginalis
que fue utilizado como control (Fig. 3, lineas 1 y 11). En
contraste, en ninguno de los lavados vaginales de los pacientes
con cultivo negativo (21/30) se detectaron bandas de actividad
proteolitica en los geles de sustrato; aunque solo se muestra el
patrén representativo de nueve de los 21 lavados vaginales
con cultivo negativo analizados (Fig. 3, lineas 12-20). Estos
datos sugieren que es posible detectar proteinasas en los lava-
dos vaginales de pacientes con trichomonosis activa, ain antes
de tener los resultados del cultivo in vitro. Estos datos estdn en
concordancia con resultados previos® en donde se muestra la
presencia de proteinasas en los lavados vaginales de personas
infectadas con T. vaginalis, las cuales desaparecieron cuando

las pacientes recibieron tratamiento y se controld la infeccién.

Los sueros de pacientes inmunoprecipitan proteinasas de
T. vaginalis. La capacidad de los 30 sueros de pacientes con
trichomonosis clinica para inmunoprecipitar proteinasas de un
extracto de T. vaginalis, se determiné mediante ensayos de
inmunoprecipitacién y se comparé con los patrones obtenidos
de los seis sueros de personas sanas utilizados como controles
negativos. De los 30 sueros de pacientes con trichomonosis
clinica analizados, los sueros de los nueve pacientes con cultivo
positivo inmunoprecipitaron multiples bandas con elevada
actividad de proteinasas y en un amplio rango de tamafio
molecular (Fig. 4, lineas 5-13). Estos zimogramas fueron
similares a los del suero de ratén anti-tricomonas usado como
control positivo (Fig. 4, linea 4). Mientras que algunos de los
sueros de las 21 pacientes con trichomonosis clinica pero con
cultivo negativo mostraron una ligera reactividad, inmuno-
precipitaron de dos a tres bandas de actividad (Fig. 4 lineas

14-22, patrones representativos). En cambio, los sueros de

las seis personas sanas (Fig. 4, lineas 23-25, patrones repre-
sentativos) no inmunoprecipitaron proteinasas de T. vaginalis.
Estos resultados son similares a los controles negativos de la
inmunoprecipitacion, el S. aureus incubado solamente con el
extracto de proteinas (Fig. 4, linea 2) y el suero preinmune de

ratén (Fig. 4, linea 3) que no mostraron ninguna reactividad.

Los sueros de pacientes también reconocen proteinas de
T. vaginalis. El andlisis de los 30 sueros de pacientes con
trichomonosis clinica por inmunoelectrotransferencia mostré
que los nueve sueros de pacientes con trichomonosis confir-
mada por cultivo (9/30) también reconocieron multiples pro-
teinas de T. vaginalis desde < 43.9 hasta 3208 kDa (Fig. 5, lineas
2-11), similar a la respuesta del suero de ratén anti-trichomonas
usado como control positivo (Fig. 5, linea 2). En cambio, los
sueros de los pacientes con trichomonosis clinica pero con
cultivo negativo solo reconocieron débilmente de una a tres
bandas de proteinas de T. vaginalis (Fig. 5, lineas 12-20,
resultados representativos); ni los sueros de las personas
sanas (Fig. 5, lineas 21-23), ni el control negativo del suero
preinmune de ratén (Fig. 5, linea 1) reconocieron proteina
alguna de T. vaginalis. Estos datos muestran que los pacien-
tes con trichomonosis activa tienen mayor cantidad de

anticuerpos contra multiples proteinas de T. vaginalis.
Discusion
El hecho de que en el 100 % de las personas positivas a

trichomonosis por cultivo se encuentren proteinasas en las

secreciones vaginales y que estas proteinasas no se observen
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en personas con cultivo negativo sugiere la existencia de para-
sitos en el sitio de infeccién. Algunas de estas proteinasas
podrian ser utilizadas como moléculas blanco en el diagndstico

de la trichomonosis sin necesidad de realizar un cultivo in vitro.

Ademas, dado que la obtencién de muestras de sangre en
pacientes que acuden a consulta médica por alguna afeccién es
muy frecuente y considerando que alrededor del 50% de
personas con trichomonosis son asintomaticas, los sueros
obtenidos de estas personas podrian utilizarse para la detec-
cién de anticuerpos anti-tricomonas. Un resultado positivo
por inmunoprecipitacién o por inmunoelectrotransferencia
sugeriria una infeccién por T. vaginalis debido a que un gran
numero de proteinas del pardsito son reconocidas por los
anticuerpos presentes en los sueros de pacientes con
trichomonosis confirmada por cultivo in vitro, con respecto a

los sueros de los pacientes con cultivo negativo.

Ademas, la presencia de proteinasas del parasito en los
lavados vaginales y de anticuerpos circulantes contra proteinasas
sugieren que algunas de estas proteinasas podrian utilizarse
como base para el desarrollo de un método de diagndstico
especifico, sensible, simple y efectivo. Las proteinasas de 65y
30 kDa denominadas CP65 y CP30 involucradas en la
citotoxicidad y en la adhesién del parasito a la célula blanco

1214 podrian ser un ejemplo de este tipo de

respectivamente,
moléculas. Estas dos proteinasas son reconocidas por los sueros
de pacientes con trichomonosis activa, ademads de que la CP30
se encuentra en las secreciones vaginales de pacientes con

cultivo positivo.

Por otro lado, 1a débil positividad en la inmunoprecipitacién y

en la inmunoelectrotransferencia presentada por los sueros de

pacientes con trichomonosis clinica con cultivo negativo puede
explicarse de diferentes formas, por ejemplo i) que la vaginitis
que presentaron estas pacientes sea causada por otro agente
infeccioso del tracto urogenital como Candida albicans,
Chlamydia trachomatiso Gardnerella vaginalis cuyos antigenos
muestren una ligera reactividad cruzada con algunos de los
antigenos de T. vaginalis, como los observados en este estudio.
ii) Una segunda posibilidad es que estas pacientes tienen poco
tiempo de infeccién con una cantidad pequefia de parasitos,
insuficiente para detectarse por cultivo in vitroy por andlisis
en fresco de las secreciones vaginales, por lo que se observa
una respuesta inicial débil a la presencia de T. vaginalis. iii)
También pudiera deberse a que las pacientes estuvieron infec-
tadas con T. vaginalisy se curaron, pero durante la infeccién
desarrollaron una respuesta inmune de larga duracién en con-
tra de algunos antigenos de T. vaginalis, sin incluir a las
proteinasas, ya que se sabe que los anticuerpos anti-proteinasas
de T. vaginalis tanto a nivel sistémico como local son de corta
duracién, desapareciendo una vez que la trichomonosis se ha
curado. *° Los resultados de este estudio concuerdan con lo
reportado anteriormente ®° en sueros de pacientes con tricho-
monosis vaginal con cultivo negativo, los cuales no inmuno-
precipitaron proteinasas del parasito, pero reaccionaron
débilmente en la inmunoelectrotransferencia con algunos

antigenos de T. vaginalis.

En conclusién, estos datos sugieren que es posible
implementar un método de diagnéstico para detectar
anticuerpos en suero y/o proteinasas de T. vaginalis en lavados
vaginales para la identificacion de las pacientes con vaginitis

por trichomonosis activa.
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Figura 5.- Anticuerpos anti-proteinas de T. vaginalis en sueros de pacientes. Inmunoelectrotransferencia en membranas
de nitrocelulosa conteniendo un extracto de proteinas totales del aislado CNCD 188 de T. vaginalisincubadas con los sueros humanos
de la figura anterior. Lineas 1y 2, suero preinmune de ratén (SNR) como control negativo y suero de ratén anti- T. vaginalis
(SRa Tv) como control positivo, respectivamente. Lineas 3-11, [SHTv (+)] sueros de pacientes con trichomonosis clinica
confirmada por cultivo in vitro; Lineas 12-20, [SHTv (-)] sueros representativos de pacientes con trichomonosis clinica cultivo-
negativos; Lineas 21-23, (SNH) sueros representativos de personas sanas utilizados como controles negativos. kDa muestra la

posicién de los marcadores de tamafio molecular.
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