Revista Plus Economia
 ISSN: 2411-0353
ISSN eleéir’?nico: 2644-4046
pluseconomia@unachi.ac.pa

Comunicacién, CICEETIC

7

N\

| Plusfizéonomia @

Universidad Auténoma de Chiriqui
Facultad de Economia

Gonzalez, Z. et al

)
Volumen 7, Nimero 1 |Diciembre de 2018 — Mayo de 2019] Publicacion Semestral

Centro de Investigacion en Ciencias Econémicas,
Estadisticas y de Tecnologias de Informacion y

> niversidad Autonoma de Chiriqui (UNACHI)
> Republica de Panama

R e e Aislamiento y cultivo de Trichomonas Vaginalis

Vol. 7, Nam. 1, Diciembre 2018 — Mayo 2019

pp. 65-71

Centro Especializado en Investigaciones de
Parasitologia y Microbiologia (CEIPAMI),

Universidad Autonoma de Chiriqui, Panama.



U

Zuriany Gonzélez, R. Montezuma y M. Tasén / Aislamiento y cultivo de Trichomonas Vaginalis

| AISLAMIENTO Y CULTIVO DE TRICHOMONAS VAGINALIS

Zuriany Gonzélez"!, Raquel Montezuma'” y M.Sc. Mariana V. Tasén de Camargo® |
Centro Especializado en Investigaciones de Parasitologia y Microbiologia (CEIPAMI),
Universidad Auténoma de Chiriqui | E-mail:  zuriani0403@hormail.com®"
raquelmc0286@hotmail.com®: maricanta@yahoo.com®

Recibido: Abril de 2019 Aceptado: Mayo de 2019

RESUMEN

Trichomonas vaginalis es un protozoario flagelado, que pertenece a la familia
Trichomonadidae, se desarrolla adecuadamente en las condiciones microaerobicas de
la vagina prevaleciendo en mujeres sexualmente activas. El aislamiento y cultivo de
T.vaginalis, se efectu6 a partir de una muestra de orina clinica positiva, utilizando la
técnica de frotis directo del sedimento urinario y la técnica de cultivo en medio Pavlova
modificado. En el laboratorio se comprobé que T.vaginalis puede crecer en el medio
de cultivo Pavlova modificado a pH 7,4 pero que,ademas, los cultivos con pH 6,0,
resultaron también efectivos para el crecimiento de T. vaginalis.El aislamiento y cultivo
de T. vaginalis en medio de cultivo Pavlova, a pH 7,4 y 6,0, mostraron alta
sensibilidad, por lo que podian ser utilizados como una técnica segura y eficaz de

diagndstico, observacion y estudio de las caracteristicas del parasito.

Palabras claves: Trichomonas, protozoario, microaerébico.

ABSTRACT

Trichomonas vaginalis, a flagellated protozoan, which belongs to the Trichomonadidae
family, develops adequately under the microaerobic conditions of the vagina, prevailing
in sexually active women. The isolation and culture of T. vaginalis was carried out from

a positive clinical urine sample, using direct smear techniques and culture in modified
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Pavlova medium. In the laboratory it was proved that T. vaginalis can grow in the

modified Pavlova culture medium at pH 7,4 but also that the cultures with pH 6,0 were

also effective for the growth of T.vaginalis. The isolation and culture of T. vaginalis in

Pavlova culture medium, at pH 7,4 and 6,0, showed high sensitivity, so they could be

used as a safe and effective technique for diagnosis, observation and study of the

characteristics of the parasite.

Key Words:Trichomonas, protozoan, microaerobic.

INTRODUCCION

La Trichomona vaginalis es un
protozoario flagelado, que pertenece a
la familia Trichomonadidae y al género
Trichomonas. Existe solo en la fase de
trofozoito y mide de 10 a 30 micras de
largo por 7 micras de ancho (Carrada,
2006),desarrolldndose adecuadamente
en las condiciones microaerdbicas de la
vagina. El periodo de incubacién oscila
entre 5y 30 dias (Cadena et al., 2006).
La incidencia o presencia de sintomas,
como consecuencia de la infeccién por
este parasito es mas frecuente en el
sexo femenino que en el masculino,
este Ultimo

siendo por lo general

asintomatico pero de la

infeccion (Hurtado & Olvera, 2012).

portador

En las mujeres de edad fértil (entre 15y

50 afios de edad) se ha demostrado

<
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que alrededor del 25 al 50% de los

padecimientos  son asintométicos
cuando el pH vaginal oscila entre 3,8 y
4,2 con microbiota vaginal normal, por
lo que se plantea que causa sintomas
mas severos cuando el pH vaginal es

mas alcalino (Cadena et al., 2006).

Sin embargo, la prevalencia de dicho
parasito en la poblacion general se
desconoce debido a que la enfermedad
no es notificada y a menudo se le
considera de poca significancia por su
bajo indice de letalidad. (Cadena et al.,
2006; Nufiez et al., 1997; Salas et al.,
2009).

El diagnostico de trichomoniasis se
realiza mediante diversas técnicas,
siendo a nivel mundial la técnica de
frotis en fresco del flujo vaginal o del
sedimento de orina, las mas utilizadas

por ser rapidas y econdmicas, pero

>
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ademas se destacan las técnicas de
cultivos como el Diamond de uso
comercial el cual es considerado el
“‘estandar de oro” para la observacion
de T. vaginalis. Existen ademas otras
técnicas como la Reaccién en Cadena
(PCR),

& Castellanos,

de la Polimerasa técnica
molecular(Rodriguez
2002),

laboriosas vy

las cuales resultan ser
costosas en su
implementacion.En esta investigacion
se utilizé6 el medio de cultivo Pavlova
para protozoarios entéricos, el cual fue

modificado para cultivar Trichomonas.

Es pues el objetivo de nuestra
investigacion el de aislar y cultivar
Trichomonas vaginalis de una muestra
de orina positiva, mediante la técnica
de cultivo Pavlova modificado, para el
diagndstico de trichomoniasis porque
su interpretacion es simple, eficaz y
mas sensible que las preparaciones en

frotis fresco(Azzam et al., 2002).

METODOLOGIA

Se procedido a preparar el medio de
cultivo utilizando la técnica de Pavlova
(Gonzélez, Z. K. &
Montezuma, R. 2015).

modificada

En un vaso

<
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quimico se afadieron los siguientes
reactivos: 1,79 g de Na,HPO, .12 H,0;
0,23 g de KH,POy; 4,0 g de NaCl; 0,8g
extracto de levadura; 0,55 g de infusion
de higado; 0,275 g de glucosa, y todo
se disolvio en 550 mL de H,O. Luego
se ajustdé el pH del medio a 7,4. El
medio de cultivo se distribuyd entonces
en un erlenmeyer de 250 mL, y se
esteriliz6 a 120°C durante 30 min.
Posteriormente, en la camara de flujo
laminar se afiadié 5% de suero equino
previamente inactivado a 56°C por 30
minutos, al medio de cultivo mantenido
a 37°C.Seguidamente se le adiciond los
antibiéticos (0,1 mL de Penicilina de 20
000 U y 0,2 mL de Amikacina de 50
mg)y 15 mg del antimicético Fluconazol
de 150 mg, para evitar el crecimiento
de otros microorganismos que puedan
afectar el crecimiento de |las
Trichomonas. Finalmente el medio de
cultivo fue distribuido en tubos de
ensayo estériles, a razon de 5 mL por
tubo con la ayuda de una pipeta
volumétrica estéril.

A partir de una muestra clinica positiva
de Trichomonas vaginalis, se procedio
a aplicar los métodos propuestos para

la estandarizacion en el analisis del

>
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sedimento urinario, segun el
manual‘Laboratorio Clinico 2: Estudio
de los elementos formes de la orina-
del
urinario.(Jimenez& Ruiz, 2010; Gémez
2013). Se

microscopico

Estandarizacion sedimento

realiz6 un
del

sedimento urinario positivo (prueba

& Pellegrini,
examen directo
considerada de rutina en laboratorios
clinicos).

La muestra de orina fue homogenizada
y se afiadiol0 mL de ésta en un tubo
de ensayo conico estéril, la cual se
centrifugd a 1500 rpm en un tiempo

maximo de 10 minutos. Luego se
decanto el sobrenadante, se
resuspendi6 el sedimento urinario

mediante agitacion manual y se extrajo
el mismo utilizando una pipeta Pasteur
estéril.A continuacion, se hizo un frotis
himedo del sedimento urinario para ser
observado en el microscopio
compuesto con objetivo de 10x vy
40x.Finalmente se procedi6 a agregar 4
gotas de sedimento de la muestra de
Trichomonas vaginalis a seis medios de
cultivo (preinéculos), y estos fueron
incubados 72 horas a una temperatura

de 37°C. Transcurrido este tiempo se

<
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realizd ensayos por triplicado a Oh, 24h,
48h, 72h, 96h y 144h a pH 7,4.Se
hicieron frotis himedos y tinciones con
Giemsa de cada uno de los medios de
cultivo inoculados con Trichomonas
vaginalis (Gonzalez & Montezuma,

2015).

RESULTADOS
INVESTIGACION

DE LA

En la tabla 1,el cultivo se mantuvo a un
pH de 7,4 y se observo que hubo mayor
de de

Trichomonas 15, 16 y 37 en los tiempos

promedio crecimiento
de incubacién de 48, 72 y 96 horas,
respectivamente. En el tiempo 0 no se
observaron Trichomonas, debido a que
fue el tiempo en que se inoculé el
medio de cultivo, a las 24 horas solo se
de 2

que

observé un promedio
debido a

posiblemente se estarian adaptando al

Trichomonas,

medio de cultivo antes de reproducirse

y a
disminuyé a 2 Trichomonas, por falta de

las 144 horas el crecimiento

nutrientes.

>
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Tabla 1.

Recuento microscopico de Trichomonas vaginalis a pH 7,4 en 10 campos /40x.

Tiempo
0 24 48

(horas)

72

Tubos a b c|ab c| a b

N°de
Trichomonas/ |0 0O O |2 2 3
10 campos

15 14

15

21 22 | 44 34 33 |0 3 2

Promedio de
trichomonas/1
15
0 campos de

40x

16 37 2

CONCLUSIONES

El medio de cultivo Pavlova modificado
a pH 7,4 es un método seguro y eficaz
del

crecimiento y aislamiento confiable de

para observacion, diagnéstico

Trichomonasvaginalis, pero resulta

sumamente costoso y laborioso.

El tiempo de incubacion influye en el
crecimiento del parasito.

El crecimiento de  Trichomonas
vaginalis en el medio de cultivo, se dio
mayormente en los periodos de

incubacién de 48 a 96 horas.

<
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