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RESUMEN

Lvaluacion de la eficacia diagndstica de sondas de ADN vs examen en fresco, eriterios de
Nugent en pacientes con patologia vaginal

Montes de Oca A. E. Pérez R. C. Garcia Escamilla R.M., Bernal Gutiérrez  Ma. De J.
Se realizd un estudio transversal para conocer la eficacia diagnéstica de sondas de ADN vs
examen en fresco, criterios de Nugent en pacientes con cuadro clinico de infeccion vaginal.
Se realizo en 100 mujeres adultas. s¢ les aplico un cuestionario y se colectd muestra de
secrecién vaginal, fondo de saco posterior y laterales con espejo vaginal, sin lubricante por
medio de hisopos de algodén y dacrén estériles, para la identificacién microscopica por
técnicas de preparacion en fresco y tincién de Gram y Método de sondas genéticas Affirm
VPIIL El objetivo fue evaluar la eficacia diagnéstica de Affirm VPIII para ta deteccion de
Trichomonas vaginalis, Candida spp. y Gardnerella vaginalis).

Las muestras se sembraron en Agar Casman y Nickerson, se realizé filamentacién en suero
de las colonias que crecieron en este cultivo. Resultados: El analisis estadistico se realizo
por comparacion en tablas de 2 X 2 utilizando como estandar de oro el cultivo el cual se
empleo también para conocer el valor predictivo positivo y el valor predictivo negativo a
través del teorema de Bayes. Se realizo también la prueba de X? De un total de 100 mujeres
estudiadas 57% (57/100) presentd positividad a alguno de los microorganismos buscados.
Con el examen en fresco, levaduras sugestivas de Candida 15.84% (15/100), Trichomonas
vaginalis 2% (2/100), células clave sugestivas de CGardnerella vaginalis 40% (40/100).La
utilizacién del examen en fresco y tincién de Gram se deben utilizar como prueba de

tamizaje y el método de sondas genéticas en casos de infecciones recurrentes.

Key words: sondas de ADN, Candidu. Tricomonas vaginalis, Gardnerella vaginalis,

patologia vaginal



INTRODUCCION

La vaginius o inflamacion vaginal es un problema  comin que representa mds de
10 Millones de visitas anuales al mddico. La tricomoniasis. vaginosis bacteriana y la
infeccion por levaduras son las tres causas mas frecuentes de infeccion vaginal. (1)
Candida albicans es responsable del 80 a 92% de los episodios de candidosis vulvovaginal
(2.3.4) las levaduras en gemacion que producen micelios, constituyen mas a menudo la
forma invasora tisular y suelen identificarse en relacion con la enfermedad sintomética,
(3.5.6) La tricomoniasis es la enfermedad de transmision sexual mas prevaltente. En todo el
mundo hay alrededor de 180 millones de casos y en Estados Unidos se presentan de 2.5 a 3
millones por afio (7,8.9.10) Los sintomas y signos de la tricomoniasis no son
suficientemente sensibles ni especificos para eliminar las pruebas diagnosticas (6,8,9) El
diagnostico se hace directamente al observar el parasito movil, este procedimiento tiene
una sensibilidad de 60 a 70% de los casos (6,7.8.9,10,11,12). La vaginosis bacteriana es
una situacién sinérgica caracterizada microbiologicamente por el reemplazo de la flora
vaginal normal de lactobacitos o por Gadnerella vaginalis, especies de Bacteroides sp.
especies de Mobiluncus sp, v Myeoplasma genital (7,14.15). Tanto los criterios clinicos
como los de la tincidén de gram son aceptados para el diagnéstico de vaginosis bacteriana
(15.16,17). El Sistema Affirm VPIII realiza el diagnéstico de 1as muestras por hibridizacion
de DNA a través del uso de sondas especificas para la identificacién de los principales
agentes causales de vaginitis y vaginosis bacteriana, Candida spp.. Trichomona vaginalis y
Gardnerella vaginalis (18) El objetivo de este trabajo fue evaluar la eficacia diagndstica de
Affirm VPIU para detectar Trichomona vaginalis. Candida spp. y Gardnerella vaginalis en

tricomoniasis. candidosis y vaginosis bacteriana respectivamente.




ANTECEDENTES

La vaginitis o inflamacion vaginal ¢s un problema comun que representa mas de
10 Millones de wvisitas anvales al médico, La vaginosis bacteriana. tricomoniasis y la
infeceion por levaduras son las (res causas mis frecuentes de infeccion vaginal. (1)
CANDIDOSIS VULVOVAGINAL
Existen aproximadamente 80 especies de Candida, sin embargo, Candida albicans es
responsable del 80 a 92% de los episodios de candidosis vulvovaginal.(2.3).
El Instituto Nacional de Referencia Epidemioldgica (INDRE), informd un total de 12448
casos de candidosis urogenital para el afio de 1999 en México. En los estudios realizados
en la clinica de enfermedades de transmision sexual del Instituto Nacional de Perinatologia
de la Secretaria de Salud, la candidosis vulvovaginal fue una de las primeras causas de
atencién medica durante el pericdo de 1989 a 1994, se atendieron 3075 casos de 13636
consultas. {4)
Los microorganismos del género Candida son hongos dimorfos. En general, las
blastosporas son la causa de la transmisién o diseminacion y esta vinculada con la
colonizacién vaginal asintomatica. Por el contrario, las levaduras gemantes que producen
micelios, constituyen mas a menudo la forma invasora tisular vy suelen identificarse en
relacion con la enfermedad sintomatica. (3)
Los hongos del género Candida son levaduras redondas u ovaladas gram positivas, de3 a7
micras de diametro. que se reproducen por gemacién. En agar Sabouraud incubado a
tempetatura ambiente se desarrollan colonias blandas. lisas, color cremoso, la produccion
de clamidoconidios (esporas de pared gruesa) es diagnostica de Candidu albicans En
relacién a la patogenia. los microorganismos del género Candida llegan a la luz y

secreciones vaginales predominantemente a partir de la zona perianal adyacente. (3)




e los factores predisponenics del hudsped. se conoce gue los estrogenes aumentan
la avidéz de la célula epitelial vaginal para adherirse v se ha demostrado un receptor o
sistema de union en ¢l citosol de la levadura para las hormonas  reproductivas humanas.
que también aumentan la formacién de micelios(Anticonceptivos ingeribles, antibioticos
sistémicos, factores diversos(3)

Manifestaciones clinicas: El sintoma mas frecuente es prurito vulvar gue sc
presenta virtualmente en todas las pacientes sintomiticas. No hay secrecion vaginal
invariablemente vy a menudo es minima. descrita tipicamente como "queso cottage”, la
secrecién puede variar de acuosa a espesa y homogénea. Suele ocurrir hipersensibilidad
vaginal, irritacién, ardor vulvar, dispareunia y disuria. El olor cuando se percibe es minimo,
no fétido. A la exploracién suele observarse edema de los labios, de vulva y eritema a
menudo con lesiones periféricas pustulopapilares. El cuello uterino es normal y el eritema
de la mucosa vaginal se aina a secrecion blanquecina adherente. (3,5,6)

Diagnéstico. Debe hacerse de manera sistemética un frotis en fresco o con solucién salina,
no sdlo para identificar la presencia de levaduras y micelios sino también para excluir la
presencia de "células clave" y tricomonas. Ilnvariablemente no se encuentran cifras
importantes de leucocitos y en su caso sugieren infeccion mixta. El pH vaginal es “normal”
(4.0 a 4.5) en la vaginitis por Candida, por lo que el encontrar una cifra mayor de 4.7 indica
vaginosis bacteriana, tricomoniasis o infeccion mixta. (3). El frotis de secrecién vaginal
revela tipicamente esporas de Candida albicans, si se presentan esporas de Candida
glabrata son de tamafio variable (2-8 micras) esféricas u ovales y mas pequefias que los
eritrocitos. a menudo se encuentran agrupados aunque pueden permanecer solas o asociadas
a hifas. La solucién de Hidréxido de Potasio (KOH) ( 10-20%) se usa para visualizar
levaduras que no son visibles con solucién salina ya que disuelve leucocitos y eritrocitos (la

ramificacion. gemacion v las hifas de la pared celular sé observan mas tacibmente cuando




es Cuandidu alhicans). (1)

En la tincion de Gram para diagnéstico de candidosis. las esporas de candida son
[ucrtemente gram posttivas igualmente los {ilamentos o tienen grumes rojos gram
positives. {1). El frotis con solucién salina tiene una sensibilidad de 50 a 75%. Los medios
de cultivo utilizados son: Agar Sabouraud o Nickerson. I21 diagndstico requiere una

correlacién entre datos clinicos, estudio microscopico vy finalmente cultivo vaginal. (1.3.7)

TRICOMONIASIS VAGINAL

Epidemiologia: La tricomoniasis es la enfermedad de transmision sexual mas
prevalente. En todo el mundo hay alrededor de 180 millones de casos y en Estados Unidos
se presentan de 2.5 a 3 millones por afio. La prevalencia de la enfermedad varia
ampliamente en grupos diversos. (7.8.9,10).
El INDRE informo un total de 7311 casos de tricomoniasis para 1999 en toda la Repiblica
Mexicana.

Trichomonas vaginalis es un protozoario anaetobio flagelado, oveide. moévil de 10 a
20 micrémetros. La motilidad es proporcionada por cuatro flagelos anteriores y uno
adicional unido a una membrana ondulante responsable de la movilidad. Trichomonas
vaginalis s6lo existe como trofozoito y se encuentra en la uretra y vagina de las mujeres y
en la uretra y prostata de los varones afectados. (8.9.10)
Cuadro clinico: Los sintomas y signos de la tricomoniasis no son suficientemente sensibles
ni especificos para eliminar las pruebas diagndsticas. Las infecciones por tricomonas son
asintomaticas hasta en un 50% de los pacientes y sus compaiieros. El periodo de incubacion
de la infeccion sintomatica por tricomona varia de tres a 28 dias. (6,8,9). Las
manifestaciones mas frecuentes de la tricomoniasis son secrecion vaginal verde amarillenta

y espumosa ¢ irritacion vulvovaginal en mujeres y secrecion uretral en varones. Hay




secrecion anormal en 50 a 75% de las mujeres infectadas que se deseribe como maloliente
mohoso™). La infeccion se deseribe coma pruritica o irritante en una de cuatro o ¢inco
pacientes. Otros sintomas vinculados incluyen dispareunia, disuria y ¢n un pequeio ntimero
de pacientes. algin grade de dolor abdominal bajo. (8,9). La secrecion vaginal es excesiva
en 50 a 70% de tas pacientes. El “cuello uterino en fresa * producto de dilatacion capilar y
hemorragias puntiformes, se aprecian a simple vista en 2% dec los casos, pero por
colposcopia en 90%. (8.9)

Diagnéstico: El pH vaginal es de 4.5 hasta en 90% de los casos. La presencia de oler fétido
(pescado) después de aplicar hidroxido de potasio al 10% se encuentra en 50% de las
pacientes, pero es inespecifica. Las células del epitelio vaginal presentan aspecto normal
en la tricomoniasis. El diagnéstico se hace por estudio en fresco al observar el parésito
movil, este procedimiente tiene una sensibilidad de 60 a 70% de los casos. (7.8.9.12). El
medio de cultivo de Diamont con suero hidrolizado de caseina y antibidticos sigue siendo
el estdndar para el diagndstico de infecciones por tricomonas. tiene una sensibilidad de 95%
de los casos con este medio. Métodos de aglutinacién en latex y ensayo inmunoenzimético
(ELISA) con anticuerpos monoclonales refieren sensibilidad € 90% (6.7.8.10,11)
VAGINOSIS BACTERIANA

La frecuencia de vaginosis bacteriana de las clinicas de enfermedades de
transmisi6n sexual es de 32 a 64% vy de 12 a 25% en ¢l contexto de medicina familiar. de 10
a 26% en la practica obstétrica (13)

La vaginosis bacteriana es una situacidn  sinérgica  caracterizada
microbioldgicamente por el reemplazo de la flora vaginal normal de laciobacilos o por
Gadnerella vaginalis, especies de Bacteroides sp. . cspecies de Mobiluncus sp. v
Mycoplasma genital.(7.14,15) En la vaginosis bacteriana la tincidn de gram tiene una

sensibilidad de 93% y especificidad de 70% (6.13)




Algunos de los criterios mis importantes para diagnosticar esta etiologia son: el
flwdo transvaginal Gido, homogéneo amarillo verdoso, ¢l pH de la seerecidn vaginal es
mayor a 4.5 debido o la disminucion o pérdida de especies de lactobacilos que intervienen
en la degradacton de glucogeno, dcido lactico, y en la produccion de perdxido de
hidrégeno. el olor "aminade” de la secrecion vaginal, con técnicas de laboratorio se ha
podido identificar: putrescina, cadaverina, trimetilamina y niveles relativos de succinato y
lactato as{ como polina aminopéptidasa, la presencia de células "clave” que son células
epiteliales cubiertas por abundantes bacterias adheridas a sus bordes de las que la especie
de Gardnerella vaginalis presente de 70% a 92% en mujeres con vaginosis bacteriana.

Los criterios de Nuget proponen la escala de 0 a 10 basandose en las caracteristicas de los
morfotipos:  Bacilos largos gram positivos {morfotipo de lactobacillus )

Bacilos pequefios gram variables (morfotipo de Gardnerella vaginalis)

Bacilos pequefios gram negativos(morfotipos bacteroides sp)

Bacilos curvos gram variables(morfotipos Mobiluncus spp)

Estos morfotipos bacterianos se utilizan para desarrollar un sistema para la vaginosis
bacteriana que vade 0 a 10 puntos

Cada morfotipo se cuantifica de 1 a 4 cruces considerando ¢! niimero de morfotipos por

campo en aceite de inmersion:

Morfotipo ~ No. De cruces interpretacion

Menos de 1 +1 0-3+ Flora normal
lad +2 4aé+  Flora intermedia
5a30 +3 7a 10+ Vaginosis bacteriana
30 0 mas +4

Tanto los criterios clinicos como los de la tincidon de Gram son aceptados para el

diagndstico de vaginosis bacteriana(15.16,17). En la actualidad se ha relacionado a la




vaginilis con serias complicaciones en ¢l embarazo ya que se incrementa ¢l riesgo de parto
prematuro, ruptura prematura de membranas, corioamnioitis bajo peso al nacer y
endometritis poscesarca (6.13) Los tratamientos para vaginitis son clicaces cuando se
diagnostica correctamente por lo que se requiere de métodos sensibles y confiables.(18). El
sistema para identificacién Affirm VPIIl es una nueva tecnologia de diagnostico basada en
sondas de DNA, su aplicacidn diagndstica con base en la habilidad para desarrollar sondas
con los aminodcidos que tiene la secuencia especifica para la especie de un organismo
determinado. (17). En este sistema el rRNA buscado es capturado por la sonda de DNA
que esta atrapada en una cama de Nylon. Una segunda sonda de DNA especifico liene una
asa para ¢l acoplamiento del sistema hibridizado. En este caso el asa empleada es Biotina,
que tiene una afinidad natural para enlazarse con la proteina strepavidin.(17). Esta proteina
enlazada a una enzima se emplea como un indicador de coloracidn del sustrato incoloro. La
enzima que genera el color Gnicamente precipitara sobre la cama de nylon desarrollando
color si el anillo buscado es capturado. La intensidad de color producido. asi como la
sensibilidad del ensayo son directamente proporcionales a la cantidad de analito buscado en
la muestra. (18). Los beneficios del diagndstico con sondas en comparacion con los
inmunoensayos radican en la especificidad, sensibilidad, velocidad de la reaccion y
ausencia de arrastre antigénico, asi como la cantidad de rRNA presente en las células. EIl
sistema Affirm VPIIl realiza el diagndstico de las muestras por hibridacion de DNA a
través del uso de sondas especificas para la identificacion de los tres principales agentes
causales de vaginitis y vaginosis bacteriana. Gadnerelia vaginalis, Trichomonas vaginalis
v Cundidu spp.

El sistema Affirm VPII identifica y detecta:

Candida spp 1X10 UFC en fase logaritmica del ensayo,

Gadnerella vaginalis 2X10UFC




Trichamonas vagmalis de 3X10 por ensayo

La exactitud y la precision analitica son al 100% para microorganismos puros ya gue la
prucha estd basada en la deteceion de DNA celular de cada microorpanismo. Del 85 al 95%
en organismos que presenlan mutacion celular por efectos exdgenos y enddgenos

{medicamentos, condiciones ambientales, humedad etc.)(17)




PEANTEAMIEN 1O DEL PROBLIMA:

Las infecciones por complicacion vaginal son signiticativas sobre todo cuando la mitad de
las mujeres que la padecen son asintomaticas. tn las mujeres que se embarazan se
incrementa el riesgo de ruptura prematura de membranas, endometritis  posparto,
poscesarea. parte prematuro, recién nacidos de bajo peso al nacer en el 40% de las
embarazadas. La causa de estas patologias no puede ser adecuadamente diagnosticada
basindose Unicamente en los sintomas o el examen fisico. El diagndstico requiere de una
comelacion entre datos clinicos y estudios de laboratorio, para la deteccidn del
microorganismo causante de la patologia vaginal como Candida spp, Tirichomona
vaginalis y Gardnerella vaginalis es importante correlacionar los datos clinicos y estudios
de laboratorio orientando a un tratamiento especifico, dado que los tratamientos muliples
originan resistencia a los antibiticos por abuso de los mismos. De ahi la necesidad de
realizar una técnica de laboratorio con tecnologia de punta que permita la deteccion
especifica del patdgeno relacionado con el diagnéstico temprano de las patologias vaginales

infecciosas mds frecuentes



ORIETIVO GENERAL:
Evaluar 1a eficacia diagnastica de Aftiom  VPHI para detectar frichomona vaginali,
Candida  spp. vy Gardnerella vaginalis en  tricomoniasis, candidosis y vaginosis

respectivamente

OBIJETIVOS ESPECIFICOS:

-Determinar la presencia de Cundida spp. en pacientes con candidiasis vaginal

sintomatica.

-Determinar la presencia de Trichomonas vaginalis en pacientes con tricominiasis vaginal

sintomatica.

-Determinar la presencia de Gardnerella vaginalis en pacientes con vaginosis bacteriana

sintomatica.

id



HIPOTESIS GENERAL:
La deteecion  por el método de Aftiom VP de Candida spp. Trichomonas vaginalis 'y

Gadnerella vaginalis conlirman la enfermedad vaginal infeceiosa.

HIPOTESIS DE TRABAJO:

Hi La deteccién de Candida spp. por el método de Affirm VPII si hace el diagnéstico de
candidosis vaginal sintomatica.
Ho La deteccién de Candida spp. por el método de Affirm VPIII no hace el diagnéstico de

candidosis vaginal sintomatica.

Hi La deteccion de Trichemonas vaginalis por el método de Affirm VPIII si hace el
diagnostico de tricomoniasis vaginal sintomatica
Ho La deteccion de Trichomonas vaginalis por €l método de Affirm VPIII no hace el

diagndstico de tricomoniasis vaginal sintomatica

Hi La deteccion de Gadnerella vaginalis por el método de Affirm VPII si hace el
diagnostico de vaginosis bacteriana sintomaética.
Ho La deteccion de Gadnerellu vaginalis por el método de Affirm VPII no hace el

diagnéstico de vaginosis bacteriana..




MATERIAL Y METODO

Se estudiaron 100 pacientes que acudieron al laboraterio clinico referidos de la consulta
externa de ginecologia del Hospital de Ginecologin y Obstetricia No.4 del Instituto
Mexicano del Seguro Social de la ciudad de México D.F.. Se corroboré a la paciente
sintomatica bajo lo siguiente: Criterios de inclusién; Mujeres Mayores de 15 y menores de
50 afios con vida sexual activa, con leucorrea, con integridad anatomo funcional de
organos primarios. Criterios de No inclusion: Embarazadas, con enfermedad de transmisién
sexual diagnosticada, con terapia antimicrobiana local o sistémica en los dltimos 15 dias
previos a la fecha de toma de muestra. A las pacientes cen infeccion vaginal sintomatica se
les realiz6 exploracion ginecoldgica con espejo vaginal esterilizado sin lubricante y se
colecto espécimen de la secrecion de fondo de saco por medio de hisopos de algodén vy
dacrén estériles. Un primer hisopo se colocé en un tubo de ensayo con solucién salina
isotonica a temperatura ambiente y en un portaobjetos se coloct la muestra y se observo al
microscopio de luz en objetivos seco débil (10X) y seco fuerte (40X). Se considero para el
diagnostico de Candidosis la presencia de levaduras y micelios, para el diagnéstico de
Tricomoniasis la presencia de Trichomonas vaginalis (caracterizandose por su movilidad en
tirabuzén), para Vaginosis bacteriana la identificacion de “células clave” con gran cantidad
de bacterias cocobacilares adheridas a su superficie lo cual impide observar con claridad los
bordes. Se realizé otro extendido en un portaobjetos para fijarlo y tefiitlo con tincion de
Gram v se observaron al microscopio de luz en objelivo seco fuerte (40X) y de inmersidn
{100X) lo que permitio ratificar o descartar la observacion de levaduras y micelios, células
clave vy la disminucion de la flora lactobacilar normal.(17)

Cultivo; la muestra se sembro en los siguientes medios de cultivo:  Agar Nickerson y se

incubaron durante 24 horas a 37C para identificar el desarrollo de colonias, Agar Casman




se incubaron 24 3 48 horas a4 37C en atmdstera de CO2 pare identiftear ¢l desarrollo de
colonias.

Se realizo prucha de filamentacion en suere para las colonias que desarrollaron en
Nickerson. De las colonias desarrolladas se tomo una muestra, se inoculo en sucro humano
y s€ incubo a 37C durante 2 horas. Se coloco una gota de esta suspension y se observo al
microscopio de luz con objetivo seco fuerte(40X) para identificar la formacion de tubo
germinal, cuando la filamentacién se presento en mas del 50% de las levaduras se
constdero como Candidu albicans. (18).

En la preparacion de la muestra, a esta se le adiciono el reactivo de lisis y al someterse a
calentamiento de 85C ocasiono la ruptura de la célula y la liberacion del rRNA y 4cidos
nucléicos. Posteriormente se le adiciond una solucién buffer de tiocianato de guanidinio
para estabilizar los acidos nucletcos y para controlar las condiciones para la hibridizacion.
Esta solucion buffer también contiene un polimero que permite la amplificacion de la sefal
asegurando la sensibilidad del sistema.

La muestra se adiciono al primer pozo del cassete o charola de reactivos prellenada y se
coloco en el microprocesador. El procesador mueve el cassete de un pozo a otro. La
hibridizacion ocurre en el primero y segundo pozos con reactivos del cassete.

Si el rRNA se encuentra presente en la muestra de hibridizacidn se llevard a cabo + este
rRNA quedara capturado por la sonda de DNA de la tarjeta, 1odas las sustancias sobrantes
son lavadas con el pozo 3.

La enzima conjugada captura los analitos buscados en el pozo 4 y el material sobrante en
lavado en los pozas 5 y 6.

En el pozo 7 el sustrato indicador reacciona con la enzima conjugada si hay enlace con el
rRNA marcado preduciendo coloracién azul.

El paso final es la lectura del resultado a través del desarrollo de color en la tarjeta. tanto




en el control positive como en une o mas de los arganismos sefalados.

Ll sistema Affirm VP realiza el diagnostico de las muestras por de la hibridacion de
DNA a wravés del uso de sondas especificas  para cada microorganismo para la
identificacion de tos tres principales agenles causales de  vaginitis y vaginosis bacteriana.
Gadnercella vaginalis. Trichomona vaginalis y Candida spp.

El sistema Affirm VPII identifica y detecla:

Candida spp 1X10 UFC en fase logaritmica del ensayo,

Gadnerella vaginalis 2X10 UFC

Trichomonas vaginalis d\e 5X10 por ensayo

La exactitud y la precisién son al 100% para microorganismos puros ya que la prueba esta
basada en la deteccion de DNA celular de cada microorganismo, del 85 al 95% en
organismos que presentan mutacion celular por efectos exdgenos y enddgenos
{medicamentos, condiciones ambientales y humedad etc.}(17)

En la prueba de Affirm VPIII el circulo de cualquier tono de azul en el control y posicion
de cada uno de los microorganismos determinari la positividad de la muestra. Si no se
desarrolla color en el control positive o posiciones de organismos la muestra deberd
considerarse como negativa.

Los resultados de la prueba serdn validos si el control positivo aparece de color azul y el
negativo sin color. En caso de no ser asi se descartardn los resultados y se volvera a

procesarla muestra.



RESULTADOS

Se muestrearon 100 pacientes 2 guicenes se realizo exploracion ginecologica con espejo
vaginal esterilizado sin lubricante y se colecto espéeimen de la seerecion de fondo de saco
por medio de hisopos de algoddn y dacron estériles para su observacion en fresco y con
tincion de Gram, con el hisopo de dacrén para el sistema Affirm el cual se conserve el un
tubo especial y permanecio en refrigeraciéon maximo 4 horas previo a su procesamiento. El
estudio se realizo en noviembre del 2000, fue transversal, analitico.

De un total de 100 mujeres estudiadas 57% (57/100) presentd positividad a alguno de los
microorganismos buscados. se considero como estandar de oro el cultivo para Candidu sp y
Gardnerella vaginalis, no asi para Trichomona vaginalis donde se considero el examen en
fresco. Candida 15% (15/100). Trichomona vaginalis 2% (2/100), Gardnerella vaginalis
40.% (40/100). El examen en fresco presento una sensibilidad de 42.9% v una
especificidad de 100%, e! valor predictivo positivo de 100% y el valor predictivo negativo
de 91.4% . El examen con tncidn de gram presentd una sensibilidad de 96.4%,
especificidad de 100%, valor predictivo positivo de 100% y valor predictivo negativo de
05.5%. En el sistema de sendas de ADN se obtuvo una sensibilidad de 98.2%.
especificidad de 100%, valor predictivo positivo de 100% y valor predictivo negativo de
97.7%. Dado que la especificidad es mas alta en €l método de las sondas de ADN 98.2% en
comparacién con la tincion de gram de 96% la tasa de falsos negativos es baja para el
método de sondas de ADN . No asi la especificidad de los métodos empleados que tue de
100%. Valor predictivo positive de 100% para ambas pruebas y valor predictivo negativo
de 91.4% para el examen en fresco, 95.5% para la tincién de Gram y 97.7 % para la prueba
de sondas genéticas. El analisis estadistico se realizo por comparacién en tablasde 2 X 2 a

través del teorema de Bayes. Se realizo también la prueba de X?




Para la prucba de X*  con una p de 0.000 000 0 la prucha de sondas genéticas tuvo un

valor de 92.07, la tincion de Gram 8§%.35 v el examen en [resco 81.38.



DISCUSION

Fa eficacia diaggnostica del sistema de sondas gendticas se comprobd es este estudio, este
sistema permite obtener resultados confiables y oportunos dado que su procesoe se realiza
en 43 minutos sin embargo, solo se pucden procesar 6 pruebas a la vez y dado que el
sislema es de flujo discontinuo no es de utilidad en un centro hospitalario donde
diariamente se analizan de 20 a 40 exudados vaginales lo que implica 6 horas de trabajo
continuo, por lo que seria conveniente procesar mayor cantidad de pruebas a la vez y en un
sistema de fluje discontinuo automatizado.

El sistema de sondas genéticas tiene alta sensibilidad vy especificidad para la identificacion
de las tres entidades que maneja y que estén correlacionadas con la patologia vaginal
correspondiente. Sin embargo, dado el costo elevado de la prueba ($150.00 por prueba) es
conveniente usar los métodos convencionales de examen en fresco, tincién de Gram y
cultivo para la identificacidn de estas patologias y usar el sistema de sondas genéticas en

casos donde los métodos diagndsticos convencionales son confusos.




CONCLUSIONES

De 100 pacientes estudiadas por sintomatologia vaginal, se corroboré infeccion por
Canrdida spp. Trichomone vagoiadis v Gardnerellu vaginalis en 48% de los tres métados
utilizados con positividad para Candidea spp en 29.1%.,  Trichamona vagmalis ¢n 23% y

Gardnerellu vaginalis 66.6%.

El sistema de sondas de ADN mostro alta sensibilidad 98.2% v especificidad de 100% en
este estudio comparado con los informes referidos en los insertos que presentan de 81% a

89% de sensibilidad y 98.2% a 99% de especificidad.

La eficacia diagndstica del método de sondas genéticas para la deteccidn de Candida spp,
Trichomona vaginalis y Gardnerella vaginalis se comprob6. No se encontro diferencia
estadisticamente significativa entre la tincién de Gram y la prueba de sondas genéticas por

el teorema de bayes ni por la prueba de X°

La utilizacion del examen en fresco y la tincion de gram deben utilizarse como prueba de
tamizaje y el método de sondas genéticas en los casos de infecciones recurrentes.

La prevalencia de exudados cervico-vaginales del Hospital de Ginecologia y Obstetricia
No. 4 del IMSS para el afio 2000 fue de 20.2% de los cuales para Candidu albicans fue de
09.09%, Trichomona vaginalis de 0.62% y Gardnerella vaginalis de 10.53%. este dato se

obtuvo de! registro de laboratorio clinico del hospital donde se realizo el estudio

b
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CUADRO |

RESULTADOS GLOBALES DI LA EFICACIA IMAGNOSTICA DIE SONDAS DI

ADN vs EXAMUEN EN FRESCO CRITERIONS DF NUGENT

PATOLOGIA VAGINAL

EXAMEN EN
FRESCO
1 Gardnerella vaginalis
2 Gardnerella vaginalis
3 Candida spp
4 Gardnerella vaginalis
§ Gardnerefla vaginalis
6 Gardnerella vaginalis
7 Negativo
8 Gardnerella vaginalis
9 Negativo
10 Candida spp
11 Gardnereila vaginalis
12 Negativo
13 Candida spp
14 Gardnerella vaginalis
15 Tricomonas vaginalis
16 Gardnerella vaginalis
17 Candida spp
18 Negativo
19 Candida spp
20 Gardnereila vaginalis
21 Gardnerella vaginalis
22 Negativo
23 Candida spp
24 Candida spp
25 Negativo
26 Candida spp
27 Candida spp
28 Gardnerella vaginalis
29 Candida spp
30 Gardnerella vaginalis
31 Negativo
32 Gardnerella vaginalis
33 Gardnerella vaginalis
34 Gardnerella vaginalis
35 Gardnerella vaginalis
36 Negativo
37 Gardnerella vaginalis
38 Negativo
39 Gardnerella vaginalis

RESULTADOS
TINCION DE GRAM

Gardnerella vaginalis
Gardnerefla vaginalis
Candida spp
Gardnerella vaginalis
Gardnerella vaginalis
Gardnerella vaginalis
Negativo

Negativo

Negativo

Candida spp
Gardnerella vaginalis
Negativo

Candida spp
Gardnerella vaginalis
Negativo

Gardnereila vaginalis
Candida spp
Gardnerella vaginalis
Candida spp
Gardnerella vaginalis
Gardnerella vaginalis
Negativo

Candida spp
Candida spp
Negativo

Candida spp
Candida spp
Gardnerella vaginalis
Candida spp
Gardnerella vaginalis
Negativo
Gardnerella vaginalis
Gardnerella vaginalis
Gardnerella vaginalis
Gardnerella vaginalis
Negativo

Gardnerella vaginalis
Negativo
Gardnerella vaginalis

CULTIVO
{ESTANDAR)
Gardnerella vaginalis
Gardnerella vaginalis
Candida spp
Gardnerella vaginalis
Gardnerella vaginalis
Gardnerella vaginalis
Negativo

Negalivo

Negativo

Candida spp
Gardnerella vaginalis
Negativo

Candida spp
Gardnerella vaginalis
Negativo

Gardnerella vaginalis
Candida spp
Gardnerella vaginalis
Candida spp
Gardnerella vaginalis
Gardnerella vaginalis
Gardnerella vaginalis
Candida spp
Negativo

Gardnerella vaginalis
Negatwo

Candida spp
Gardnerella vaginalis
Negativo

Gardnerella vaginalis
Negativo

Gardnerella vaginalis
Gardnerella vaginalis
Gardnerelffa vaginalis
Gardnerella vaginalis
Negativo

Gardnerella vagimalis
Negativo
Gardnerella vaginalis

EN PPACIENTIS CON

AFFIRM

Gardnerella vaginalis
Gardnereila vaginalis
Candida spp.
Gardnerella vaginalis
Gardnereila vaginalis
Gardnerella vaginalis
Negativo

Negativo

Negativo

Candida spp
Gardnerella vaginalis
Negativo

Candida spp
Gardnerella vaginalis
Trichomonas vaginalis
Gardnerelia vaginahs
Candida spp
Gardnerella vaginalis
Candida spp
Gardnerella vaginalis
Gardnerelta vaginalis
Gardnerella vaginalis
Candida spp
Negativo

Gardnerelfa vaginalis
Negativo

Negativo

Gardnerella vaginalis
Negativo
Gardnerella vaginalis
Negativo

Gardnerella vaginalis
Gardnerella vaginalis
Gardnerelia vaginalis
Gardnerelia vaginalis
Negativo

Gardnerella vaginalis
Negative
Gardnerella vaginalis
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40 Gardnerella vaginalis
41 Negativo

42 Negativo

43 Negativo

44 Gardnerella vaginalis
45 Negativo

46 Negativo

47 Negativo

48 Candida spp

49 Candida spp

50 Negativo

51 Negative

§2 Negativo

53 Gardnereila vaginalis
54 Negativo

55 Negativo

56 Negativo

57 Negativo

58 Negativo

59 Negativo

60 Negativo

61 Candida spp

62 Negativo

63 Negativo

64 Negativo

65 Negativo

66 Candida spp

67 Candida spp

68 Canaida spp

69 Candida spp

70 Candida spp

71 Negativo

72 Negativo

73 Negativo

74 Candida spp

75 Negativo

76 Negativo

77 Negativo

78 Negativo

79 Negativo

80 Gardnerella vaginalis
81 Gardnerella vaginalis
82 Gardnerella vaginalis
83 Negativo

84 Negativo

85 Negativo

86 Negativo

87 Negativo

88 Gardnerella vaginalis
89 Negativo

90 Gardnerella vaginalis
91 Gardnerella vaginalis

Gardnerella vaginalis
Negativo

Negativo

Negahvo
Gardnerella vaginans
Negativo

Negativo

Negativo

Candida spp
Candida spp
Negativo

Negativo

Negativo

Gardnerelia vaginahis
Negative

Negativo

Negativo

Negativo

Negativo

Negativo

Negativo

Candida spp
Negativo

Negalivo
Gardnerella vaginalis
Gardnerella vaginalis
Candida spp
Candida spp
Candida spp
Candida spp
Candida spp
Negativo

Negativo

Negativo

Candida spp
Gardnerella vaginalis
Negativo

Gardnerslia vaginalis
Negativo

Negalivo
Gardnerella vaginalis
Gardnerella vaginalis
Gardnerella vaginalis
Negativo

Negativo

Negativo

Negativo

Negativo
Gardnereila vaginalis
Negativo
Gardnerella vaginalis
Gardnerella vaginalis

92 Trichomonas vaginalis Negativo

Gardnerella vaginahs
Negativo

Negativo

Negativo

Gardnerelia vaginalis
Negativo

Negativo

Negativo

Candida spp
Candida spp
Negativo

Negativo

Negativo

Gardnerella vaginahs
Negativo

Negativo

Negativo

Negativo

Negativo

Negativo

Negativo

Candida spp
Negativo

Negativo

Gardnerella vaginalis
Gardnerella vaginalis
Candida spp
Negative

Candida spp
Candida spp
Candida spp
Negativo

Negativo

Negativo

Candida spp
Gardnerefla vaginalis
Negativo

Gardnerella vaginalis
Negativo

Negativo
Gardnerella vaginalis
Gardnerella vaginalis
Gardnerefla vaginalis
Negativo

Negativo

Negativo

Negativo

Negativo

Gardnerella vaginalis
Negativo

Gardnerella vaginals
Gardnerella vaginalis
Negativo

Gardnerella vaginalis
Negativo

Negativo

Negativo
Gardnerella vaginalis
Negatva

Negativo

Negativo

Candida spp
Candida spp
Negativo

Negativo

Negativo

Gardnerella vaginalis
Negativo

Negativo

Negativo

Negativo

Negativo

Negativo

Negativo

Candida spp
Negativo

Negativo

Gardnerella vaginalis
Gardnerella vaginalis
Candida spp
Negalivo

Candida spp
Candida spp
Candida spp
Nagativo

Negativo

Negativo

Candida spp
Gardnerella vaginalis
Negativo
Gardnerefla vaginalis
Negativo

Negativo
Gardnerella vaginalis
Gardnerella vaginalis
Gardnerella vaginalis
Negativo

Negativo

Negativo

Negativo

Negativo
Gardnerella vaginalis
Negativo
Gardnerella vaginals
Gardnerella vaginals
Trichomonas vaginalis
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93 Gardnerelia vaginalis
94 Negativo
95 Gardnerella vaginalis
96 Negative
97 Gardnerella vaginalis
98 Negativo
99 Negativo

100 Gardnerelia vaginalis

Gardnerella vaginalis
Gardnerella vaginahs
Gardnerella vaginalis
Gardnerella vaginalis
Gartinerella vaginalis
Negative

Negatwo

Gardnerella vaginalis

Gardnerella vaginahs
Gardnerella vaginahs
Gardnerelia vaginahs
Gardnerella vaginahs
Gardnerella vaginahs
Negatwo

Negativo

Gardnerella vaginalis

Cuadro 2
RESULTADOS DE LA EFICACIA DIAGNOSTICA DE

SONDAS DE ADN vs EXAMEN EN FRESCOQ, CRITERIOS DE

NUGENT EN PACIENTES CON PATOLOGIA VAGINAL

Prueba en estudio

Gardnerella vaginalis
Gardnerella vaginais
Gardnerella vaginalis
Gardnerella vaginalis
Gardnerella vagmalis
Negativo

Negativo

Gardnerella vaginalis

Agente Examen Tincién de Cultivo Affirm
Etioldgico en fresco Gram (estandar)

VPIII
Candida spp 19 16 15 14
Trichomonas 2 0 2 2
vaginalis
Cardnerella 32 39 40 40
vaginalis
Positivos 3 55 57 36
Negativos 47 45 43 44
Total
De pruebas 100 100 100 100
Montes de Oca A.E. y cols Patologia Clinica, Hospital de Cardiologfa Centro Médico Nacional Siglo XX1




Cuadro 3
RESULTADOS DE LA EFICACIA DIAGNOSTICA DE
SONDAS DE ADN vs EXAMEN LN FRESCO, CRITERIOS DE
NUGENT EN PACIENTES CON PATOLOGIA VAGINAL

Validacion de la prueba en estudio

Prueba en  Sensibilidad Especificidad ~ Valor Predictivo  Valor Predictivo

Estudio Positivo Negativo
Examen

En fresco 42.9% 100% 100% 91.4%
Tincion de

Gram 96.4% 100% 100% 95.5%
Affirm

VPIII 98.2% 100% 100% 97.7%

Montes de Oca A.E. y cols Patologia Clinica, Hospital de Cardiologia Centro Médico Nacional Siglo XX

Resultados de prueba de X* : Método de sondas genéticas 92.07,

Tincion de Gram: 88.35, Examen en fresco: 81.38
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