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Resumen

En este trabajo se ha estudiado la patogenia de diferentes aislados de Trichomonas vaginalis (agente
etiologico de una de las infecciones de transmision sexual mas importantes) mediante el estudio de factores
biolégicos que podrian resultar influyentes como la sensibilidad al metronidazol, la presencia de virus
(TVV o virus de T vaginalis) o de Mycoplasma hominis (Mh); asi mismo se ha realizado la caracterizacion
genotipica de los mismos estudiando 3 microsatélites (MS) especificos. Los resultados obtenidos han
demostrado que este parasito es capaz de desarrollar multiples mecanismos de patogenia, lo que le permite
vivir en un medio tan hostil como el genitourinario. Ademas, nos ha permitido llevar a cabo una correlacion
con estudios previamente realizados, que diferencian los aislados de este patégeno en “Tipo I y Tipo
I, Siendo los de Tipo I mas sensibles al metronidazol, TVV*, M. hominis* y con las regiones de MS
conservadas; al contrario que los de Tipo II que son resistentes al metronidazol, TVV', M. hominis™ y con
alguna mutacion en los MS, por lo que se cree que los de Tipo II han evolucionado mas recientemente a
partir de los de Tipo L.
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Abstract

In this work we have studied the pathogenesis of different Trichomonas vaginalis isolates (etiological agent
of one of the most important sexually transmitted infections) by studying biological factors that could be
influential such as sensitivity to metronidazole, presence of virus (TVV or T. vaginalis virus) or Mycoplasma
hominis; likewise, the genotypic characterization of this microorganism has been carried out by studying
three specific microsatellites (MS). The results obtained have shown that this parasite is able to develop
multiple mechanisms of pathogenesis, allowing it to live in a medium as hostile as the genitourinary. Besides,
it has allowed us to carry out a correlation with previous studies, which differentiate isolates of this pathogen
in Type | and Type Il. Type | isolates are more sensitive to metronidazole, TVV+, M. hominis* and their MS
regions are conserved; in contrast to those of Type Il that are resistant to metronidazole, TVV-, M. hominis
and with some mutation in the MS, so it is believed that Type Il have evolved more recently from Type I.
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Introduccion

La tricomonosis es la infeccion de transmision sexual
(ITS) de origen no viral de mayor morbilidad en el mundo,
con mas de 280 millones de casos anuales, producida por
el parésito Trichomonas vaginalis (World Health Organiza-
tion, WHO, 2012). Las investigaciones cientificas de las 1l-
timas décadas han demostrado que la gravedad de esta ITS
es debida no tanto a la clinica sino a las consecuencias de-
rivadas de su padecimiento. En embarazadas, 7. vaginalis
puede ocasionar graves complicaciones. Asi mismo, la in-
flamacion local que ocasiona el parasito favorece la transmi-
sion de otras ITS como gonorrea, papilomavirus o VIH en-
tre otras. Ademas, es un factor de riesgo en el desarrollo de
lesiones neoplasicas de cérvix y prostata (Schwebke y Bur-
gess, 2004).

T. vaginalis ha logrado una excelente adaptacion al me-
dio genitourinario en el que vive habiendo desarrollado nu-
merosos mecanismos de patogenia que le permiten coloni-
zar al hospedador y evadir su respuesta inmune facilmente.
Asi mismo, otro dato relevante es que cuenta con uno de los
genomas mas grandes jamds secuenciados en proporcion a
su pequefio tamafio (Conrad et al., 2012). A pesar de todo
lo anteriormente mencionado, 7. vaginalis ha recibido poca
atencion por parte de los organismos de salud, resultando
innumerables las dudas que se plantean sobre la capacidad
adaptativa de este parasito a un entorno tan hostil; siendo
necesario continuar con los estudios que arrojen luz sobre
los mecanismos de interaccion parasito-hospedador.

En este trabajo se aborda el estudio de la patogenia de
6 aislados diferentes de este parasito mediante el estudio de
factores bioldgicos que podrian resultar influyentes como
la sensibilidad al farmaco de referencia (metronidazol), la
presencia de virus (TVV o virus de T vaginalis) o de Myco-
plasma; asi mismo se ha realizado la caracterizacién geno-
tipica de los mismos estudiando 3 microsatélites (MS) es-
pecificos.

Material y métodos

La determinacion de la sensibilidad a metronidazol
(MT) se llevd a cabo en cultivos controlados de 103 trofo-
zoitos/mL a los que se les afiadieron distintas concentracio-
nes del farmaco. Tras 24 h en contacto con los cultivos, se
procedio a la observacion de los mismos en un microsco-
pio invertido. La concentraciéon minima letal (CML) se de-
termind por triplicado y realizando al menos dos ensayos
independientes. La presencia de TVV se realiz6 median-
te inmunofluorescencia indirecta en el que se empleo el an-
ticuerpo monoclonal (AcMo) C20A3 capaz de unirse espe-
cificamente a la proteina parasitaria P270, revelando con un
conjugado marcado con fluoresceina.

Para la deteccién de M. hominis se us6 el kit comercial
Mycoplasma Detection Kit (SouthernBiotech, Birmingham,

USA), que detecta la presencia de esta bacteria mediante la
amplificacion de una region conservada del ARNr 16S.

La caracterizacion molecular se llevo a cabo tras la ex-
traccion del ADN de los aislados usando el kit Speedtools
DNA Extraction Kit (Biotools B&M Labs. S.A).

Posteriormente se realiz6 la amplificacion de los tres MS
mediante PCR siguiendo la pauta descrita por Conrad et al.
(2012). El tamafio de los amplicones se determiné en el ser-
vicio de genomica de la Universidad Complutense de Ma-
drid (UCM).

Resultados

La sensibilidad al MT en los 6 aislados estudiados mos-
tr6 valores de MIC,  por debajo de 46,7 uM en el 83%. Tan
so6lo el aislado de referencia de la ATCC IR78 fue resistente
(MIC,,, = 2991 uM) (Tabla 1).

Las figuras 1 y 2 muestran los resultados de la deter-
minacién de TVV. Los parésitos infectados expresan P270
en su superficie mostrando fluorescencia verde al emplear el
AcMo (C20A3). Mientras que los TVV™ se muestran de co-
lor rojo. Tal y como refleja la Tabla 1, los aislados JH31A4,
S760 y S261 son TVV™. Mientras que las muestras IR78,
S852 y S351 no presentan virus.

La Figura 3 muestra los resultados obtenidos tras eva-
luar la presencia de M. hominis en el ADN extraido de los
diferentes aislados. Todas las muestras cuentan con un con-
trol interno de PCR, generdndose un amplicén de 270 pb.
Solamente los aislados frescos S760 y S351 mostraron ser
Mh + apareciendo una banda a 500 pb (Tabla 1). Los re-
sultados de la caracterizacion molecular mediante la de-
terminacion del tamafio de MS de los seis aislados se pue-
den apreciar en la Figura 4. La Tabla 1 muestra el tamafio
de los amplicones de los tres MS estudiados (MS06, MS129
y MS184). Tres de los aislados presentaron siempre el mis-
mo tamafio de MS mientras que: IR78, S852 y S261 presen-
taron un tamafio de amplicén diferente en al menos uno de
los MS.

Discusion

Como hemos podido comprobar en los resultados obte-
nidos, en tan sdlo seis aislados de 7. vaginalis, hemos ob-
servado una alta variabilidad en factores fenotipicos entre
los que destacan la presencia de otros microorganismos en
su interior como TVV (50%) o M. hominis (33%). En este
sentido la existencia de TVV capaces de infectar 7. vagi-
nalis esta relacionado con modificaciones en la expresion
de proteinas inmunogénicas de localizacién citoplasmati-
ca, induciendo su expresion en la superficie del parasito fa-
voreciendo la variacion fenotipica parasitaria. La presencia
de Mycoplasma esta implicada en el desarrollo de enferme-
dad inflamatoria pélvica y posibles complicaciones durante
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Figura 1. Aislado de T vaginalis TVV+.
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Figura 3. Resultados del gel de electroforesis tras la prue-
ba de deteccion de M. hominis empleando el Kit comercial.
Los aislados S760 y S351 (carriles 1 y 2) muestran una ban-
da a la misma altura que el control positivo (carril 5). El ais-
lado S852 (carril 3) s6lo presenta banda de control interno
de 220pb.
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Figura 2. Aislado de T vaginalis TVV—.

Figura 4. Electroforesis de dos aislados de 7. vaginalis. En
los carriles 1 y 2 se muestran el tamafio del MS06 (~400
pb). Carriles 3 y 4 corresponde a los amplicones del MS129
(~190 pb) y el MS184 con un tamaiio en torno a 250 pb (ca-
rriles 5y 6).

Tabla 1

Resumen de los resultados de la caracterizacion biologica y molecular de los seis aislados de Trichomonas vaginalis anali-

zados.
Aislado JH31A4 IR78 S760
Tipo Referencia Referencia Fresco Fresco Fresco Fresco
Sensibilidad MTZ Sensible Resistente Sensible Sensible Sensible Sensible
S351 S852 S261
MIC 100 (uM) 234 2991 46,7 46,7 23,4 11,7
TVV + . + . ] 4
Mh - - + + - -
MS06 395 412 395 395 407 412
MS129 192 192 192 192 186 192
MS184 250 250 250 250 250 244

el embarazo. La capacidad de M. hominis de sobrevivir en
el interior de Trichomonas le confiere una proteccion fren-
te a los antibiodticos y al sistema inmune del hospedador. De
igual forma, recientes estudios evidencian que la simbiosis
con esta bacteria parece conferir ciertos beneficios a 7. va-

ginalis en términos de aumento de su patogenia (Butler, Au-
gostini, Secor, 2010).

De forma paralela, los resultados de caracterizacion de
MS también han mostrado en el 50% de las muestras para-
sitarias diferentes tamafios en el producto de PCR, lo que es
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debido a mutaciones en esta region. Esta alta variabilidad pa-
rece explicar como este parasito es capaz de desarrollar mul-
tiples mecanismos de patogenia. Nuestros aislados catalo-
gados como Tipo I (JH31A4, S760 y S351) se caracterizan
por ser mas sensibles al MT, TVV+ y M. hominis +, ademas
de tener MS de tamafio constante. Mientras que, los de Tipo
IT (IR78, S852 y S261) fueron en su mayoria mds resistentes
al MT, TVV-, M. hominis — y con mutaciones en algin MS.
Estos resultados coinciden con la hipotesis de Conrad et al.
(2012) en el que sugieren que los aislados de Tipo II podrian
haber evolucionado mas recientemente a partir de los de Tipo
I que tendrian caracteristicas moleculares mas conservadas.

Conclusiones

La sensibilidad al MT, la presencia de TVV y la pre-
sencia de Mycoplasma spp. han demostrado ser caracteris-
ticas bioldgicas que permiten agrupar a los aislados en los
dos grupos (Tipo I y Tipo II), correlacionandose con los re-
sultados moleculares de los MS 06, 129 y 184 que agrupan
en base a la mayor o menor conservacion del tamafio de los
amplicones.
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