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{ INTRODUCCION

Las secreciones que bafan las superficies mucaosas forman una
defensa Inmunologica que se le conoce como el sistema inmune
secretor, dentro de este sistema existen anticuerpos de las cinco
clases que se conocen , ia IQA se encuentra en mayor proporcion y
genera el mecanisap de defensa primaria contra la (nfeccion
local. Su principal funcién puede no ser la destruccion de los
antigenos sino wmas bien el impedir el acceso d; estas sustancias
al organismo e iniciar el reconocimiento antigenico.

La mucosa vaginal es un sitio donde las Infecciones tienen
clerta frecuencia , se manifiestan generalmente ocomoc una
vaginitis (inflamaclon vaginal) en mujeres sexualmente activas;
los sintomas predominantes son dolor, ardor, prurito y un signo
caracteristico es la leucorrea, que se presenta como  una
secracion tipica del agente etioclogico {involucrado.

La gsecrecion orfiginada por ia vaginitis contiene
anticuesrpas secratorios como 1a 18A, estos pueden ser
cuantificados por métodos serclogicos (ELISA) que ayudan a
astablecer titulos de! anticuerpo como una respuesta inmunocldgica

provocada por la presencia del agente causal.



1.1 EL SISTEMA INMUNE SECRETUR

La parte guperior de las mucosas de los seres humanos estan
en continuidad directa con el medio ambiente, por lo que son, el
aitio principal de exposicion a les antigenos. t.as secreciones
que baXan estas superficies farman una defensa fnmunologica en el
huesped, de tal manera que la concantracidn de anticuerpos en
fluidos mucosos tienen relacion directa con la resistencia a
agentea Infecciasas (1).

Las secreciones puedan ser clasificadas como internas y
externas de acuerdo a su contenido de inmunoglobulinas. En Ia
mayaria de lag secreclones externas la IgA s predominante,

aproximadamente 60-100% del total de inmunoglobulinas presentes,

la lga praoporciona el mecanismo de defensa primaria en
saliva, calaostro, lagrimas, liquido nasal, 1iquide
traqueobronquial, liquido f{ntestinal, liquido cervico-vaginal,
etc. En secreciones internas y en suero, la 1gG esta en mayor

proporcion (1,2,3).

1gA SECRETORA
La IgA secretora difiere de la lgA serica, la IgA sérica
hunsana existe principalemte como un monémero 7S5, con 10-15% de la
forma polimerica Yy se encuentra en cantidades pequefaa  en las
secreciones, miantras que la IgA secretora esta en forma principal
como un dismero 11S y se encuentra en wsayor proporcion en

secreciones (1,3).



ESTRUCTURA DE LA 1gA SECRETORA

Es un dimero, adquiere una cadena J y la unidad de un
componente secretor (SC).

E1l peso moiacular de la IgA es de 160000, de la cadena J
15000 y del componente secretor 70,000. El peso malecular total
de llgA)zJ- SC es alrededor de 400,000 y tiene un coaficiente de
sedimentacién 11S.

La 1gA consiste en cuatro cadenas peptidicas, dos cadenas L.
y dos cadenas H. Las cadenas -L son Ky X, las cadenas H sone(.
Las doam cadenas son sostenidas entre si por enlaces estrictasante
no covalentes.

El componente secretor se une a la IgA por puentes o enlaces
disulfuro, aparentemente se encuentra enro!l lado alrededor de las
porciones FC del dimero y se extiende de una reglon bisagra hasta
la otra (fig 1)>. El componente secretor es antigenico y posee
aitios determinantes, como ioa determinantes I, que son
inaccesibles cuando el SC se combina con IgA, tambien posee
los determinanteas A que son accesihles, estos se subclasifican en
108 quo son reslistentes y los que son suceptibles a la reducoion.
El SC reside en la meambrana célular del epitelio y puede actuar
coxo receptor para el transporte de! mismo gon la lgA (1,3,4,7).

La cadena J es una pequeda glucoproteina, esta ligada a Ias
cadenag X de 1la IgA aecretora por ta virtud ds enlaces
disulfuro, se incorpora a ia inmunoglobulina justo antes de que
sea secretada por las células plasmaticas, tiene caracter acido

por su gran contenido de acido aspartice y acido glutamico.



También contiere a la |IgA la capacidad para que se una al
componente secretor (4).

La composicien de aminoacidos ne es signiticantemente
diferente de la IgA serica, pero el contenido de carbohidratos es
detinitivamente grande, de! orden del 10X por 1a gran cantidad
que tiene el componente sacrétur 3).

Una de tas carpcteristicas impatantes es que es5 mas
resistente al ataque proteolitico, la rejacion integral entre el
componente secretor y la 1gA dimerica aumenta éu estabilidad, ya
que el componente secretor libre sufre ataques de enzlpas
proteoliticas, lo que no sucede cuando esta ligado a ta

1gA (1,3,4).

ORIGEN DE LA IgA SECRETORA
Las celulas plasmaticas submucoides que residen l|ocalmente
en 1los ailtios sgecretorios elasboran de manera principal 1gA
dimerica que ha continuacién aparece en los 1iquidos de las
mucosas. Estas celulaa plasmsticas descansan en oposicion intima

con el epitelio suprayacente y estan formadas Vsobre todo por

células que pr 1gA. Ad de ta pod ion local la 1gA es
secretada directasente a traves del epiteiio criptico t5).,

Existen evidencias serologicas que demuestran que ia
estimulacion antigenica de una superfticie mucosal es segulda por
la apariencia de anticuerpos especificos, en las secreciones del
area estimulada (3).

t.a IgA puede ser {ncrementada con lgA serica por un



mecanismo de  transferencia pasiva donde hay una rittracion en
fluidos de tejidos con capilares que son parmeables o tambien

como resultado de ta irritacion mecanica o i1nfiamacion t 4 ).

ORIGEN DEL COMPONENTE SECRETOR
El componente secretaor s una glucoproteina, se sintetiza
dentro de las celulas epiteliales glandulares, acinos, conductos
de las glandulas satlivales ,mucosa del aparato respiratorio,
epltellio del! cervix, tubos uterinos, trompas de falopio,etc. EI
componente secretor permanece fijo en ita membrana lateral de ta

c2lula, alll actiua camo un receptor especitico para [gA (1,3,12).

MECANISMO DE FOURMACION Y EXCRECION

La IgA dimerica Aasociada a la cadena J difunde a traves del
intersticio de la lamina propia, cruza |a membrana basal)l y entra
al espactio intercelular. Puesto que las porciones apicales de
dos celulas epiteliales adyscentes estan en oposicién intien,
macromoieculas dal tamaro de la [gA no puede lograr el acceso
directo al luwmen. EIl componente aecr;tor presante en !a membrana
c2lular del epitelio lateral y basal puede actuar como receptor ,
combinandose con la IgA el componente faclilita el transporte al
interior de la celula epitelial por un proceso de endocitosis que
comprende la invaginacion de |a membana celular y detl
englobamiento de 1a molecula de IgA secretora en vesiculasg
formadas por la membrana. Las vesioulas son trnnsportad&s a 1a

membrana apteal (luminal) de la celula epitelial o a ta



superficie de los hepatocitos y despues [on expel ldas,
praobablemente por pinocitosis inversa (1). Observar flgura 2.

FlG. | MODELO PARA IgAs.

CS = componente secrstorio
H = cadeng pesada
L

= cadena ligerg

J = cadeng .



FIG.2 SITIO DE LA SINTESIS Y TRANSPORTE DE IgAs -

Luz MUCOSA SUBMUCOSA

IgA
Secretorio
IgA 10S+CS

Células epiteliales
Membrono busal

CS = componente secretorio

IgA mon = mendmero de IgA

IgA dim= dimero de I1gA



1.2 VAGINITIS

La vagina presenta una descarga de secrecion externa para ta
formacion del fluido vaginal, este fluido cambia sus
caracteristicas cuando se manitiestn alguna infeccian, a este
cambio se le conoce como vaginitis.

{.a vagina sana presenta en condicianes normales secrecion
husneda constituida por una mezclia campleja de sustanciasg
provenientes de glandulas sebaceas, glandulas sudoriparas,
glandulas de Bartholin y Skene's, ce&lulas exfoliativas, moco
cervical, secreciones de cavidad endometrial y trompas de
Falopio. Su composicidn es de carbohidratos complejos y simples,
aci{doa grasos, electralitos, anticuerpos y microflora canteniendo
diferentes organismos. La secreci6n humeda se presenta como una
aucosfidad grumosa escasa, aungque puede presentar variablesa
aumentando en cantidad los diaa cercanog a la mestruaclion
t8,9,10).

El mecanismo dae autodepuracitn vaginal se debe al epitelio
pavimentoso estratificado de |la mucosa gque descama sSus capas Ras
superficiales; graclas a la actividad estrogenica, eatas celulas
descapadas tienen una carga importante de glucageno (fig 3),que
eg transforsada en glucosa por enzimas celulares foraandose
después acido lactico por 1los bacilos de Doderlielin, en
congecuencia ¢! pH de la vagina se encuentra acido (pH 4.5).

Normalmente en Ia vagina existe una madurscion eélular,
manifeatacion de! mecanismo fagocitico y ellminacion conatante de

detritos . Taabién en |a membrana mucosa hay produceian de



inaunogiobulinas secretaras, siendo 1la IgA la prisera [inea de
defensa contra patogenos invasores y se ha observado que esta
inmunaglobulina presenta un decremento a sitad del cicio mestrual
en relacion a sSu nivel normal. También eaexistan otros
pardmetros funcionales iamportantes de Ia vagina como son: los
inf tuenciados por la edad y particularidades anatomo

estructurales. (8,10, 12)

FIG.3 GLUCOGENO EN EPITELIO VAGINAL
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Cuando las condicianes normalea de pH o flora existente
(tabla 1) se modifican se puede originar una vaginitis, que es la
inflamacion de la mucosa vaginal, esta afeccion puede ocurrir en
cualquier etapa de la mujer observandose con Eayor frecuencis
durante la vida sexual activa.

Las causas de la vaginitis pueden ser:

a) Irritantes locales ¥ quimlcos: alergenos, duchas,
desodorantes, espermicidas, cubiertas, diafragmas y jabones.

b} Cuerpos extrafos: tampones vaginales retenidos, dispositivos
sexuales.

c) Atrofta: despues de |a menopausia, con infeccion.

d) Infeceion: causada por bacterias, hongas, parasitos y
virus.

e) Ftatulas de las vias urinarias o intestino.

t) Carcinoma del cuello o vagina.

g Factores amhientales: liberacion sexual, violacion sexual,

prostitucion, asinamiento €8,10,13,14,15,22).

TABLA A

FLORA NORHAL DE LA VAGINA

Lactobacllo

micromerofilicos (Bacllos de Doderlein)

Staphylococcus eptidermidis

Especies de Peptostreptococcus

Especlies de bacteroides
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HANIFESTACIONES CLINICAS
Generalimente aparecen ocho manifestaciones clinicas
feportantes: ardor o dolor vulvovaginal, disuria, dispaurenia,
prurito vaginal, prurito rectal, hiperemia, sangrado al tacto y
el signo predominante leucorrea (8).
Sin embargo dependiandoldel agente atiologico hay variacion
tanto en wanifestaciones clinicas como en el aspecto del fluido

vaginal.

TABLA B

AGENTES ETIOLOGICOS

Bacteriana Gardnerella vaginalis, Shigells, Nelaseriae

gonorrhoaae, Klebsiella, Streptococcus hemoliticus,

Salwmonella typhi, Mobiluncus sp.

Micotica Candida albicans

Pl Lt AL

Parssitaria Trichomonas vaginalis, Enterobius versicularls,

Entampgeba histolitica, Mycoplasma y Clamidin

Viral Herpeg simple y Herpes goater

También se pueden presentBr aacciaciones entre doz o mas agentea.

1
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CARACTERISTICAS DE AGENTES ET10L0G1C0S5 ENCONTRADUS FRECUENTEHENTE

EN CULTIVOS
CANDIDIASIS

Candida albicans puede exlstir como saprofito en membranas

mucosas, se vuelve patogena cunando axiste dado en la membrana
mucosa. La infeccion genital de Jevaduras puede dargse con
infeccion bacteriana o viral.

Existen factores predisponentes a la candidiasia, como son:
el vestido apretado, ias pantimedias , la ropa interior de nylon
debido a que incrementan la humedad localk; la diabetes, el
embarazoc Yy |a antibioticoterapia.

Los lactobacilos estan presentes en la vagina de msujeres
ganas o con vaginitis de jevadura; existe un equilibrio natural
entre los Lactobaclllius y Candida albicans, ya que ambos se
proporcionan factores de craecimiento, el Lactobaclllus es capaz
de crecer en un medio adecuado para hongos y Candida aprovecha
como wmedio de crecimiento la glucosa qus el Lactobacillus
trangforma a partir del glucogeno que es producido por las
celulas epiteliales vaginales.

El cuadro clinico caracteristico presenta una secrecion
espesa, blanca, gruesa como crema cuajada que se adhiere a lIa
mucosa vaginal; {rritacion y prurito.

A nivel de respuesta inmunitaria se ha determinado
caoncentraciones de 128G e IgA encontrandose una predominancia de

1g6 (15,8,9,18,20).

12



TRICHOHONIASIS
La Trichomona vaginalis es la unica especie patogenc humana
que 3¢ conoce dentro del geénero Trichowona y puede ser aislada de
muestras uretrales de ambos sexos asl como de la secreclon
vaginal. Un elevado pH estimuld el crecimiento de trichomaniasis
pero existe discrepancia éi la elevacion es debido a las
trichomonas o viceversa
El cuadro c¢linico carncteristico es una secrecion fina
aspumosa, cromosa, amarilia .0 ligeramente 'varda, acompaRada
de dolor vaginal; al el flujo es abundante puede exiatir
hiperemia vulvar y edema que se extiende por fuera de los Iablos
ocagionandoe un dermatitis dei perineo, con prurito vulvar y
diguria. El cervix puede presentar un aspecto normal o estar
enrojecido con petequias.
Se ha determinado que la mujer presenta I(nmunidad humocral
debido a las concentraclones de 1gA e IgG que se encontraron en

lavados vaginales (8,21).

VAGINITIS BACTERIAL
Las mujerea son consideradas con vaginitis mo eapecifica a
vaginitis bacteriana, 8{ presentan caracteristicas clinicas tales
como una secrecitn color gris o blanca, homogénea, de baja
viscosidad, pH mayor de 4.5 y ademés si esta secrecion contiene
células gula y libera oleor a amina cuando se mezcla con hidraxido
de sodio al 10X.

El caracteristico olor a amina de 1a secrecion vaginal es

13




considerado por la volatilizacion de polianidas como 1a
putrescina y la cadaverina.

Esta wvaginitis se caracteriza por una relativa escaces de
leucocitos en 1a secreclion vaginal, escaces de reapuesta
inflamatoria y tambien por presentar acidos orgamicos; lo cual se

varifico por un analisis cromatografico liquido-gas que reporto

niveles incrementades de succinato, acetato, butiratao y
propionato, causado principalmente por G vaginalis (productor
de acetato), Bacteroides ap (productor de succinato) Y

Peptococcus sp (productor de butirato).

Gardnerella es un organismo responsablie de vaginitis no
especifica, crece en un pH de 6 - 8.5, produce Acido acético como
praoducto final de fermentacién; asl que un pH elevado puede ser
debido a otros microorganismos que presumiblemente realzan el
cremimiento de G. _vaginaiis., Estos microorganismos pueden ger

Bacteroides, Peptococcus, Moblluncus, estreptobacillusg (8,22).

1.3 DIAGNOSTICO
En la busqueda de ia etiologia de infecciones vaginales es
importante relacionar criterios clinicos con datos de laboratorio
donde se consideren los siguientes aspectos:

1. Historla clinica

2. Exploracitin fisica : se busca un cambio en la plie! vulvar,
incluyendo un salpullido geografico, ti1suras, eritema,,
tiquentifticacion donde se sospecha de candidiasais, lesion vulvar

14



que puede ser por Herpes o Papllomavirus, Inflamacion por posible
Trichomona.

3. Sintomatoclogila: comezdn, ardor, dolor, etc.

4. Estudios de laboratorio

a) Toma de muestra: la paciente no debe hacerse aseo
vaginal o utilizar -edicamenin intravaginal durante por lo menos
72 horas.

b) Examen fisico de Ia secrecion: Es importante el aspecto, puede
presentarse como grumoso, viscoso, espumoso, séco. Gtro parametro
funcional es el color, si es blanco, cliaro, asarillo, verde.

¢) Examen quimico: Se le determina pH, mayor de 4.5 puede ser

da por Trich as o Gardnerella.

d) Examén microscopico:

-En fresco ge puede aobservar el movimiente flagelar de
Trichomonas, células en clave que es caracteristico de
Gardnerella, levaduras puede ser Candida, leucocitos.

~Per tincion de Gram puede observarse formas bacilares en cadena
o cortos, cocos aislados o en racimo, cocobacilos.

Tincidn de Papanicolso: se pueden observar celulas malignas.

e) Métodos microbioldgicos: Se siembra en medios enriquecidos
selectivos y diterenciales comoc Agar sangre, Agar sabouroud, Agar
sal y manitol, Agar biggy, Agar chocolate en condiciones anaerobias.
f) Biopsia: Se reliza una extracclén de tejide y se manda al
laboratorio de patologia para examinar si presenta caelulas
anormales.

#) Serologla: Se realliza la determinacion de anticuerpos para la



oual se realizan teenicas por inmunofluoreacencla, inmuno

difusion radial, Elisa que detecta hasta n~g/ml. (17,13,23,24).

l.4 ELISA (Enzime Linked lmmunosarbent Assay)

PRINCIPIO DEL INMUNOENSAYD
En esta tecnica se emplean enzimas como sustanclias

marcadoras de un antigeno o un anticuerpo donde la reaccion

inmunologica debe seguir una reaccion indicadora, para que la
actividad enzimatica, que esta fijada al complejo antigeno-
anticuerpo pueda ser determinada fotometricamente. La

gensibl lidad necesaria para ia comprobacion ze sigue gracias a Ila
gran velocidad de Ia reacclén enzimatica, que representa un
extraordinario efecto de amnplifticacion, de modo que registra de

forma fiable incluso la minima cantidad de sustancia (27).

ENZ1MO INHMUNOENSAYD HETEROGENED
Se basa en la utilizacion de una fase solida con el fin de
separar el antigeno o el anticuerpo libre del compl!ejo antigeno-
anticuerpo (Ag-Ac). En ta fase scllda ge adhiere el antigeno © elm

anticuerpo (27).

ASPECTOS PRACTiCOS
FASE SOLIDA

Es {aperative que la fase sdiida pueda tomar una cantidad
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adecuada de ant:geno o anticuerpo de una forma reproduclble. La
vartabilidad de esta etapa es probablemente el tactor
determinante para |a precision de toda la fase sollda del
inmunoensayo.

Vvarios transportadores han sido usados tales como tubes,
microplacas, esferas y atsccs los cuales pueden ser de
celuiosa, nylon, polivinilo, poliacrimida, polieatireno Yy
particulas de agarosa (27,28).

Las microplacas de poliestireno son raclleé de usar y dan una
adecuada reproducibilidad a muchos antigenos sgolamente por
adaorcién pasiva en solucién alcaiina. Estan hechas para

cubrirse con inmuncglobulinas para la determinacion de antigenas

(tabla c).

MATERIALES PARA CUBRIR LA FASE SOLIDA
Las condicliones oOptimas para cubrir 1a fase so6lida como
concentracion de reactivo, tiempo de recubrimiento,
temparatura, pH son determinados por una estandarizacion con

reactivos de referencia.

Huchas proteinag dan una sensibilidad satfsfactoris en
gsoluciones de 1-10 ng/m! de buffer de carbonato-bicarbonato con
pH 9.6 .

Para pegar un antigeno en particular puede sger usado el
método indirecto (fig 7); para pegar un anticuerpoc especifico
puede ger usado el metodo del sandwich (fig 4).

Cuando una fase solida es cubierta adecuadamente un exceso de

17



recubrimiento  puede ser removido por lavado con PBS-Tween

€27,28).

TIENPO DE LAVADO
El1isa congiste en una gerie de incubaciones de reactivos,
asaeparadas por etapas de lavado.

El lavado puede ser manual, lienando el tubo o la placa con
PAS-Tween dejandoio actuar pocos minutos, después la placa se
seca y se adiciona el siguiente reactivo.

En wmicraplaca es conveniente que el lavado de los 9S8 pozos
s0a de manera simultanea; en tubos el lavado debe ser de manera

secuancial.

MUESTRA

En Elisa las sustancins de peso molecular grande se pegan a
la fase so0lida de una manera no especifica, como en el caso del
metodo indirecto (tig 6 y 7) donde las m@uestras son suera,
piswmas, saallva,etc. Este tipo de pegado no especifico puede
evitargse haciendo una dilucion de la mueatra con PBS canteniendo
un agente humedo (Tween 20).

En métados Indirectos el suero o plasma pueden contener
sustancias (factor reumatoide) que puede reaccionar con otros
componentes sericoa cuando se fijan a la fase solida, tal
aituacitn puede evitarse separando las suatancias por medio de
la cemntrifugacion, cromatogratia o por el uso de absorbentes

como en &1 caso de ias inmunoglobulinas.

18



CONJUGADOS
Las enzimas deben ser estables, wuy reactivas, disponibles en

un alto grado de pureza; producir conjugados astables, baratos y

seguros para su  uso. Huchas enzimas han aido probadas
incluyendo acetilcolinesterasa, citocromo, glucoamilasa,
lactoperaxidasa, ribonucieasa; pero la fosfatasa alcalina y 1a

peroxidasa de rabano han sido las mas favorecidas en varios
trabajos por su bajo costo y faci! conjugacion porque tienen una
gran variedad de sustratos. ’

El objetivo del canjugado es unir la enzima con e} anticuerpo
o antigena dependiendo del casc para obtener ia maxiea cantidad
de reactividad. Este se lleva a caboc con agentes de union
cruzada , 1a unién puede realizarse en un paso donde la enzima-
anticuerpo y el reactive de union cruzada son mezciados.

El glutaraidehldo es el mejor reactivo de union cruzada; el
método de dos pasos es convenlente para el uso de la peroxidasa
porque de estad manera puede producir conjugadoz homogéneos.

Otro agente acoplador es al peryadato de ssdioco , este
acoplador puede ser usado en un método de dos pasos para activar
peroxidasa formando grupos aldehidas, los cuales reaccionan en el
segundo paso con el grupo amino del anticuerpo marcado.

El nivel de purificacion de la particula a marcar depende del
tipo de particula a ensayar; en al caso de anticuerpos no siempre
es necesarico el wuso de anticuerpos purificados por metodos

inmunoabsorbentes.
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La wejor manera de almacenar los conjugados as en forma
cancentrada, se deben diluir antes de su uso con P8S-Tween. La
dilucion de trabajo es determlinada de acuerdo al tiempo de
incubacion del conjugado y el tiempo de reacclion del sustrato.

Can pequedfas valumenes usadaos en el sistema de microplaca,
el tiempo de de incubacion es de 2-3 horas y la incubacian del
conjugado e3 de 2-3 horas a temperatura ambiente, o toda Ia

noche.

SUSTRATO

El principal requerimiento del substrato es para proveer un
metodo de deteccién sensitiva para la enzima an el conjugado.
Huchos autores han usado sugtratos cromogenicos los cuales
inicialmente son incolorag y cuando son degradados dan una fuerte
coloracitn,

ldealpente e} gustrato da completamente productos solubles
con un gran coeficlente de extincion . E! saustrato puede ser
barato, seguro y f&cil de usar.

En e! cago de foafatasa alcalina un sustrato conveniente es
fostato p-nitrofenil. La reacci¢n de la fosfatasa alcalina puede
ser parada con NaOH concentrado y un producto amariilo estable
puade ser leido a 450 na.

Una variedad extensa det substrato peroxidassa oxidados por el
peroxido de hidrogeno estan disponibles. Es casi seguro gque la
O-phenilendianine es por mucho e! mejor sustrato peroxidasa, el

producte es completamente soluble y tieme gran coeficiente de
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extincién a 492na. Este suatrato es excelenta‘ para leer
visualmente la produccion de una caoloracion naran)a despues de

parar con perdaxido de hidrogeno.

EL RESULTADO FINAL

El resultado del ensayD.ELlSA puade ser leido visualmente o
medido en un fotometro.

La lectura wvisual puede ser wuy consistente cuando se
necesita una Trespuesta positiva o negatlv;. loas resultados
poaitivos son detectados con una reaccién colorida del pozo. Una
soluclon con absorbancia de 0.1 a 0.2 en el rango de amariilo-
café (A00-500 nm) puede ser distinguible de los pozos negativos
que son incoloros.

La lectura fotometrica se utiliza en un ensayo con gran
precisiéon, los resultados son leidos removiendo la solucion de
reaccién sustrato de las placas o tubos y se transfieren a Ia
cubeta de un espectrofotdmetro y se lee la absorbancia en la
maxima longuitud de onda (482 para OPP). La alternativa ea medir
1a absorbancia en un fotémetro donde la solucion sustrato esta en

el tubo o en 1a microplaca. ( 27,28,28)
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TIPOS DE ENSAYO

F16.4 METODO DEL SANDWICH

1.~ Anticuerpo gbsorbido ala placa
' Ll |

Lavadoe

2.- Adicionar la solucidn a probar conteniendo
el antigeno

Lavado
T
ﬁl

3.- Adicionar la enzimaunida al anticuerpo especitico @
_u

Lavado
—
o g. n-ﬂ'n
::'0 oy .;
4.~ Adicionar ef sustrato de o enzima -
| W |

-
L.a cantided hidrolizada ={a contidad presente de ontigeno
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F1G. §
METODO COMPETITIVO PARA EL ENSAYO DE ANTIGENO

[-Anticuerpo absorbid o en [a superficie

¢

2a. Adicionar lo enzima unida i 2b. Adicionor la enzima
al antigeno+ andigeno no conccido unida al antigeno
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Adicionar el sustrato de la
enzima

La hidrolisis del sustrato = la enzima unida al antigano



FiG. &
METODO INDIRECTO PARA ENSAYO DE ANTICUERPOS

I.- Antigeno absorbido a lo placa @
Lavado
2.- Adicionar suero cu'olquier anticvarpe -
especftico ataca al antigeno
Lavado
— « ——
:.Cq—:
3.~ Adicionar la enzima ligada a la onhglcbullna %
la cual ataca a ol anticuerpo
. 9o a
Lavado oBo 0 a
— A w& " —
o .I
L
4.- Adicionor el sustrafo

La cantidad hidrokizada= la cantidad presente de anticuerpo
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FIG.7
MODIFICACION DEL METODO INDIRECTO PARA ENSAYO DE ANTIGENO

A\

I-Placa cu.bierfa con sl anfigeno . @
Lavado

| 2.-Pruaba dala mussira que contiens
al ontigeno junto con un onficusrpo
de referencia
hay antigeno ’ Regceidn de antigano
2'"°|q nzuesf:'gm on la musstra n;:'r%bada
probada Lavado con 8l anticusrpo en
: solucion
£ *
- PR,
3.~Adicionar el conjugado enzima
antiglobulina

I conjugado se fija

E
aelanticuerpo inmwlzadtaw do
.
0 i o =
. * o a
. . ¢ _&an
4-Adicionar el sustracto da lo enzima %
‘ Z
La degradacion del Lg no degradacion gel
sustracto indica que sustracto indica que
1o muestro ensayada la musstra cortiene
no contiene el antigeno of antijano
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TABLA C’

APLICACIUNES DE ELISA

Tipo de determinaciones

Hormonas

HCG, FSH, LH, Insulina, Hormona tiroidea,

Progesterona, Testosterona y Cortisol

Componentes sericos

1gG, IgE, Ferritina

Harcador tumoral

AFP (alfa feto proteina)

CEA (Antigeno carcino embrionarig)

Entermedades

Infecciosas

Bacterianas

Anticuerpos contra Salmonelia "0", E. coli

Vibrio cholerae, Brucella abortug,

Neisseria, Clamydia

Entfermedades Anticuerpos contra Aspergillius y Candida
Micoticas albicans

Enfermedades Anticuerpos contra Rubeola, Citomagalovirus
Virales Herpes, Hepatitis B

Enfermadades

Parasitarias

Plasmodium falcjiparum, Tripanososa

Tambien se han

Agricultura.

realizado apliicaciones en VYeterinaria
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11 FUNDAMENTACION DE LA ELECCION DEL TEMA

En las secrecliones externas como saliva, ttuvido bronqulial,
tagrimasg. fluldo vaginal, muycosa nasal, ete, existen anticuerpos
secretores como 18G, 1g4 e 1gA donde hay un predamino de 1a

inomunoglebulina A, l1a cual.se conoce como lgA secretora, esta
proporciona un mecanismo de defensa primario contra la inteccién
loca! de microorganismos patogenos como virus, bacterias, hongos
b4 protozaarios. As) mismo se ha demostirado qﬁe 1a concentracion
de anticuerpoa en liquidos secretores tiene una correlacian wmds
directa con la resistencia al acceso de asustancias extrafag, al
siatema inmunitario, que con los titulas de anticuerpos sericos
que se manifiestan en periodos mas prolongados.

En Ias infecciones del tracto genital femenino existen
procesos patolégicos caomo la vulvovaginitis, vulvitia,
cervicitis, endometritis y enfermedndes realmente graves y
potencialmente mortales, como Ia celulitis pelvica vy 1a
tromboflebitias saséptica. Los microorganismos pueden alcanzar
plancs superiores como resultado de infeccion en wvulva y en

vagina o por diseminacitn hematdgena.

La vulvovaginitis se caracteriza por unpo o mas de los
siguientes signos mal olor, aumento en la secrecion vaginal, el
cual puede ser espeso O cremoso, de color amarillo o verde,

caugado por wun aumenta en la concentracion de laucocitos
polimorfonuclieares; las caracteristicas del exudado pueden variar

dado que existen Iinfecciones mixtas. Los sintomas mas comunes son
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prurito, irritacion o ardor vulvar, doler y ardor al orinar. Les
agentea etiologicus son wmultiples y pueden ser Gardunerella

vaginatis, Trichomonas vaginalis, Gandida alblcans, Eacherichia

coli, Staphylococcus sureus, en nirfas Enterobilus vermicularia vy
1a combinacion de dos o tres de los agentes anteriores entre
otros.

Bl diagnostico se realiza en base a la historla clinlca y a
1a exploracian fisica, posteriormente por un cultivo en
condiciones aerobias y anaerchias, extension en fresco de exudado
vaginal y tambien se puede realizar un estudic de Fapanicaolao.

Dado que en ocasiones por medio de un cultive de exudado
vaginal no es posible determinar al agente etlolOogico, ya sea por
el tiempo que se requiere para realizarlo o por una mala toma de
muestra, se ha recurrido a los estudios inmunolGgicos, como
pudiera ser 1la determinacion de anticuerpos por metodos
inonunoenzimdticos como ELISA (enzyme linked immunosorbent assay)
donde la reaccién  {nmuncliogica debe seguir una reaccion
indicadora para que la actividad enzimatica que esta tijada al
comple jo antigeno-anticuepo pueda ser determinada

fotometricamente.
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111 PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

En la nctualidad las infecclones vaginales se presentan como
un problema de salud publica, a nivel mundial hay una gran

fre ia con ¢ iencias que pueden llegar a ser mortales,

también en la practica glnaéolbgica reprasanta un conflicto por
les multiples agentes infecciosos predominantea. Existen factores
predisponenges como la higiene personal deficiente, irritacion y

traumatismos locales, cambios de pH, anttcohceptlvos o duchag
vaginales, déricit de eatrdgenos, los cuales aunados a 1a falta
de cultura e ignorancia hacen que la infecclon se perpetue.

La mujer sexualmente activa tambien aumenta ia gran
ineidencia de |a enfermedad porque si cambia de parejla o
se prostituye transmite agentes infecciosos por via venerea. Como
una propuesta se pretende que cuantificando i1gA en ssecretion
vaginal de pacientes sintomAticas se relacione con el agente

eticlagico lo que representaria una alternativa a el diagnéstico.
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IV OBJETIVOS
Obtencitn de muestras de fluldo vaginal en poacientes
sintomaticaa.
Eatandarizacién del mé@todo ELISA para determinar IgA.
Determinacion de 1gA en muestras de fluido vaginal por mediao
del método ELISA.
Relacionar valores de 1gA en muestras vaginales con el agente

etiolégico para un posible diagnostico y tratamiento.

v HIPOTESIS
Como la !gA es un mecanismo de defensa primaria en
secreclones externas al cuantificarge en pacientes con

vulvovaginitia se espera encontrar el tipo de agente infeccioso y

asl migsmo poder establecer un posible diagndstico dependiendo

titulo de anticuerpao.

30



V1 MATERIAL Y METODOS

HATERIAL

Material Bilologico
Huestras de fluido vaginal de pacientes con vulvovaginitis
1gA calostral
Anti-1gA de conejo
Conjugado IgG-anti IgA Cappel

Albumina sérica bovina

Renctivas
Carbonato de sodio anhidro J. T. Baker
Bicarhonato de sodio J. T. Baker
Cloruro de sodie Productos Quimicos
Monterrey
Fosfato de potasio monabasico J.T. Baker
Fosfato de aodio dib&sico dodeca- J. T. Baker
hidratado
Cloruro de potasio Herock
Acido citrico Herck
Fosfato de sodio monobasico J. T. Baker
anhidro
Peréxido de hidrogeno Pradustos Quimicos
HMonterrey
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Tween 20 S5igma
Ortofenilendiamina Sigma

Agua bhidestilada

Haterial de vidrio
Tubos de ensayo 12x75 y 18x150
Vasos de precipitado 100, 250, 500 y 1000 mi.
Matraz Erlen-Meyer 250, S00 ml.
Hatraz aforado 250, 500, 1000 y 2000 ml.
Pipetas graduadas 0.1, 1.5 y 10 nl.
Probetag 10, SO, 100 y S00 ml.
Hatraz batan SO0 ml.
Retrigerante
Cnbeza de destilaclon
Colector

Pipetas Pasteur

Equipo
Balanza granataria
Balanza analitiea
Potenciometro

Agitador

32

Pyrex
Pyrex
Kimax
Pyrex
Pyrex
Pyrex
Pyrex
Pyrex
Pyrex
Pyrex

Pyrex

Ohaus
Mettler B0
Sargent-Welch

Vortex-Genie



Pipeta de embalo 20 - 100 wl.
Espectrofotaometrao de ELI1SA

Incubadora

Refrigerador de 11 ples cubicos
Centrifuga Clinica N

O0lla 12 itsg.

Placas de poliestireno para microhemaglu-
tinacion

Micropipetas 100 .

Termometro -10 a 200° C

Tripile metalico

Mechero Fisher

Machero Bungen

Aniillo metatico

Soperte universal

Gradilla para 72 tubos

Espatula de acero inoxidable

Jeringas desechables

Puntas para pipeta asutomatica de 100 ul.
Tapones pare viales

Bulbos de plAatico para pipeta Pauster
Papel Parafilm

Tapones metalicos para tubos de ;nsaye de
Pisetas de 500 =ml.

Gasasg
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12x7S

Brand-W Germsany
Dynatech HR 250
Riosaa

Habe

Sol-bat

Preasto Steele

Coake HMicrotiter

Cooke

Propper Trophy

Plastipack

American Company



Soluciones
Amortiguador de recubrimiento de Carbonato-Blcarbonato pH 9.6
Bicarbonato de sodio 2.9 g
Carbonato de sodio 1.59 g
Llevar a £ litro en agua bidestilda

Se puede almacenar a 4°C por no was de dos semanas
p

Solucién Buffer de Foafatos-Tween pH 7.4

Cloruro de sodio 8.0 g
Fosfato de potasio monaobasice 0.2 g
Fostato de sodio dibasico dodecahidratado 2.9 g
Cloruro de potasio 0.2 ¢ .
Tween 20 0.5 nml.

Lievar a 1 litro en ngua bideatitada, almacenar a 4°C.

Substrato de la Peroxidasa

Amortiguador del substrato pH 5
Acido citrico 0.1 M 24.3 ml.
Fosfato de sodio moriobidsico anhidro 0.2 H 25.7 ml.

A 50 ml. se la adiciona 20 .. de pertxido de hidrégeno. Para
cada placa se toman 10 ml. de estd mezcla y se adiciona 4 mg. de
Ortofenilendianina, el substrato se prepara inmmediatamente antes

de usarse pues se daRa con ta luz.
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Solucion Buffer de Fosfatos-Albumina serica bovina 1%
Albamia gérfica bovina 1 g-

Solucién Butfer de Foafatos 100 mi.

Solucién Burfer de Foafatos

Cloruro de sadio 8.0 g.
Foafato de sodio monobasico 0.2 g.
Fosfato de sodlo dibasico dodecahidratado 2.9 g.
Cloruro de pntnsxn‘ 0.2 g.

Llevarlo a 1 litro de agua bidestilada, almacenar a QA°C.
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METODO
Las muestras se obtienen de pacientes sintowmaticas que
previamente pasaron a consulta medica, despues de una exploracion
fisica se canalizaron al laboratorio clinico.
Antes de tomar la musstra se les hizo las siguientes
preguntas:
-Edad

-Fecha del periodo de mestruacion

A las muestras obtenidas se les realizd |a titulacion de 1gA
secretara por ia tecnica de ELISA y a 1a vez un cultivo
microblotagico.

Et cultivo de |a muestra vaginal fue realizado por personal
del Centro Medico de Cludad Universitaria en coordinacion eon
teststas que trabajaron con pacientes del Centro de Salud
Portales de la Secretaria de Salubridad, log resultados del
cultivo microbiolédgico fue correlacionado con los titulos de

anticuerpo obtenidos por ELISA.

TECNICAS

Toma de muesira
A in paciente se le cita sin aseo vaginal
1.- Se le coloca en ia vagina un espejo vaginal
2.- Después de Qque se Jle toma con hisopos ia muestra del
exudada para cultivo y trotis, se adiciona 2 ml. de PBS con

ayuda de una jeringa a manera de lavar el area.
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3.- Colectar con una pipeta Pasteur la solucion con el exudado
4.- Colocar |Ia muestra en tubos de ensayo de 12x75

5.~ Mantener la muegstra en hielo para 8u transportacion al
taboratoriao.

6.~ Centrifugar la muestra B2 2500 rpm durante 5 msin,

?7.- Separar el sobrenadante énn una pipeta Pasyeur y colacarla en
un vial eso se realiza frente a un mecharo.

8.- Etiquetar la muestra, guardarla en congelacion hasta su
utilizacidén . .

Todo el material utilizado, asf{ como la solucion es easteril.

Para estandarizar |a tecnica ELISA se requirtio de una
muestra peailtiva, la cual se verfictd que presentara titulo de

LgA por medio de la tecnica de |mnunodifusion Radinl Simple.

inmunadifusion radial simple

Se realizé en una placa de imnunodifusion que determina IgA
humana A& baj)as concentraciones (0.5-7.8 IU/al). La placa contisne
una cadena de Aantisuero especifico para IgA humana en gel-
agarosa.
1.- Se llenan log pozos con 20 4l de Ias diluciones estandar (3
diferentes concentraciones). Del pozo 1 al 3. Para medir un
volusen preciso es recdmendable usar un Dispensder Behring o una
micraoplpeta.
2.~ Después colacar 20 1. de la muestra problema en loas deaas

pozZos.
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3.~ dejar reposar la placa de 10 a 20 min a teaperatura ambiante.
4.- Heter a refrigeracion.

5.~ despues de 2-3 dias, medir o) diametro del precipitado.

ELISA

Titulacion de peroxidasa unida a un anticuerpo
1.~ Tomar 11 tubos y etiquetarlos del 1 al 11, hacer diluciones
de anti-(gA con amortiguador de carbonatos, al doble a partir de
una concentracion de 1:50. Teniendo cuidado de mezclar bien cada
tubo.
2.,- Colocar en ilos pozos de la columna i, 100 il de la dilucign
1, hacer lo misxmo con el resto de 1as diiluciones, la hilera 12
salo {leva PBS Tween.
3.- Dejar en camara humeda durante 18 hrs. a a4°C.
A.- Tirar el sobrenadante y bloquear con PBS-Albumina serica
bovina a! 1% durante 30 minutos. Se colocan 200 .41 a cada pozo.
5.- Tirar e! sobrenadante y lavar 3 veces con PBS-Tween dejando
actuar 1 minuto la solucion de lavado, antes de tirar los
sobrenadantes.
6.- Colocar 7 tuhbos en una gradilla y etiquetarlos de la A-G,
hacer dilucliones al doble de 1gA a partir de una concentracion de
2 mg/ml,
7.- calocar 100 4l del tubo A en la fila A, hacer 1o mismo en el
resto de los tubos, a la fila H solo ge agrega PHS.

8.- Dejar 1la placa a temperatura ambiente en camara humeda
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durante 2 horas.

9.~ Lavar 4 veces con PHS -Tween igual gque en 5.

10.-Adicionar 100 ul del conjuagado de Cappel a cada pozo,
calocar en camara humeda durante 2 horas.

11.-Lavar 4 veces con PBS-Tween igual gque en 5.

12.-Adicfonar 100 «d de! subatrato de peroxidasa a cada pozo e
incubar a 37° € durante 15 minutos.

13.-Parar la reaccion con 4dcido suifurico 4N.

14.-Leer la denaidad optica a 482 nm.

Titulacidn de peroxidasa unida a |a IgA

1.~ Se cojocan 100 .« de antl IgA dilucion $1:3200 en cada uno de
les pazos hasta |llenar toda ia placa.

2.~ Dejar en camara hGmeda durante 18 hrs. a 4 C.

3.- Tirar el sobrenadante y bloquear con FPBS-Albdmina sérica
bovina al 1% durante 30 minutos. Se colocan 200 ul. A cada pozo.
4.- Tirar el sobrenadante y lavar tres veces con PBS-Tween
dejando actuar i minuto ls sofucién de lavando, antes de tirar los
sobrenadantes.

B.- Colocar 100 xal de 1la muestra § en el tubo 1 y ani
sucesivamente hasta cospletar toda la piaca, =a) pozo 12H se le
coloca solucién PBS.

6.- Dejar la piaca a teaperatura asbilente en camsara hameda
durante 2 horas.

7.- Lavar cuatro vecea con PBS-Twaen figual que en 4.
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8.~ Adicionar 100 .4l. del conjugado de Cappel a cada pozo,
colocar en camara huameda durante 2 horas.

9.~ Lavar cuatro vceces con PES~Tween igual que en S.

10. ~Adiclionar 100 mi. del gsubstrato de peroxidasa a cada pozo e
incubar a 37°C durante 15 minutes.

11.-Parar la reacci6n con acido sulturica 4N

12.-Leaer ta densidad optica a 492 nm.

CULTIVO DE LA MUESTRA VAGINAL

Cultivo aicrobiologico rzdl;zado a mueatras de paclentes del
Centro de Salud Portales
A cada una de lasm muestras de exudado vaginal se los realiz6

una observacian microscopica directa y una obgervacitn con una
gota de solucion glucosada.

-Se observo presencia de aminas con una gota de KDH al 10%

~Se deteraind pH a la muestra con papel indicador.
-Se¢ realiza tincion de Gram y de Giemsa

-Se sembro la muestra en los siguientes medios de cultivo:

Agar Sangre, agar chocolate (anaerchinais), agar EMB, agar
columbia, agar papa dextrosa, agar sal y manitol.

~Se realizaron pruebas bioquimicas.
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Cultivo microbiologico realizado a Ia muaStruas de pacientes del
Centro Hedico de Ciudad Universitaria.

A cada una de lasg tuestras de exudado vaginal! se les realizo
una observacion microscopica en fresco.
-Se tes hiz6 una tincion de graam.
~5e seabro la muestra en lnnAstgulentes medios de cultivo:

Agar sangre, agar sal y manitol y agar biggy.
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Vil RESULTADOS

Se procesaron 89 mnuestras de pacientes sintomatices
pertenecientes al Centro de Salud Portales de la Secretaria de
Salubridad y al Centro Medico de Ciudad Universitaria.

A las muestras se les determint un titulo de IgA secretora el
cual se relaciond con el agente etiologico.

Se observo ia relacion de! titulo de 1gA secretora con
respecto al ciclo mestrual de pacientes regulares.

Se determiné la frecuancia con que se presentaron los agantes
etlologicos.

Se obtuvo la fracuencia de ia edad de las pacientes.
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Tabla ia
Hedia del titulo de Iga secretora en relacitn con

el agente etionlogico en pacientes del Centro de Saiud

Agente etiotdgico Absorbancia

Gardnarella vaginalis 0.601
Candida aibicans 0.796
Escherichia coli 0.586
G. vaginalis y Candida sp. ,0.841
T.vaginalis, G. vaglnané 0.6820

y Candida sp.

S. aureus y G. vaginalia 0.586
Staphyleococcus sp y G. vaginalis 0,596
Nelsseria ganorrhoeae 0.712
Staphylococcus ip 0.520
Citrabacter sp. 0.508
Candida sp y T. vaginalis 0.805
G. vaginaiis y E. coall 0.5768
T. vaginalis y G. vaginaiis 0. 484
S.ap, E. colil y G. vaginalis 0.610
Candida sp y Staphylococcus sp 0.806
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Trichomona vaginalis y G. vaginalis
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Tabla 1b
Media del titulo de |1gA secretora en relacian con

el agente etioldgico en pacientes del tUentro Msdico de c.U,

Agente etioldgico Absorbancia
Gardnerella vaginalis 0.431
Candida albicans 0.474
Escherichia coli 0.475
Levaduras 0. 486
Staphylocaccua aureus y G. vaginalis 0.623
Staphylococeus aureus 0.3a9
Streptococous pyogenes 0.606

. colil, Proteus mirabilis 0. 498

y Levaduras

E_._io_l_l y S. aureus 0.771
S;E_EEE‘L? y Levaduras 0.389
E. col4, S, aureus y C. albicansg ©.6883
G. vaginalis y E. coli 0.158
Klebsiella sp. ¥y S_aureus 0.459
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TABLA 2

Titulo de [gA secretaora de muestras con cultivo negativo

No de wmuestra

13

22

as

a2

44

45

a7

49

52

54

56

58

59

No. de muestra
8
]

13
22

Absorbancia

0.717

0.745

0.689
0.4980
0.731
0.4886
0.488
0.435
0.5414
0.717
0.581
0.104
0.435
0.443

0.643

Signos clinicos

Flujo blanco

alrededor

Leucorrea asarillenta,

Leucorrea
Leucorrea

del cervix.

grumsaso,

61
63
65
66
87
68
71
75
77
80
a8z
a5
as

=L

No de muestra

placas b

Absorbancia
0.410
0.500
0.641
0.349
0.502
0.416
0.405
0.532
0,548
0.578
0.439
0.265
0.304

0,338

lanquecinas

con placas eritesatosas
poco abundante grisacea
blanca grumosa,

no fetida

Los signos de las demas pacientes no se pudieron obtener debido
que no fue posible tomar las muestras personalmente.
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TABLA 3a
Media del titulo de 1gA secretora con respecto

al eleclo mestrual en pacientes de) Centro de Salua

Di1a Absorbancia Fase

[ 0.5¢4 Folicular
7 0. 625 Fullicular
-] a.a74 Folicular
o 0.469 Folicular
10 0.614 Folicular
11 0.797 Fotlicular
13 0.732 Folicular
14 0.806 Ovulatoria
19 Q. 717 Lutea

16 0.551 Luten

17 0.615 Lutea

18 0.701 Lutea

23 a,878 Lutena

25 0.528 Lutea

26 0.520 Lutea

27 0.906 Luten

29 0.603 Listea

EMBARAZADAS
6 MESES 0.666
2 MESES 0.657

# Solo gse tomaron en cuenta titulos de mujeres con ciclo mestrual

regular.
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RELACION DEL TITULO DE IGA SECRETORA

CON EL CICLO MESTRUAL

ABSORBANCIA

8 9 10 11 13 14 15 16 17 1B 23 25 26 27 29

Dia

FASE DEL CICLO

R FaSE FOLICULAR  EZ2 FASE LUTEA

{71 FASE OVULATORIA

CENTRO DE SALUD

GRAFICA 2a.
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Tabla 3b
Media del Titulo de |gA secretora con respecto

al ciclo mestrual en pacientes del centro medico de C.U.

Dia Absorbancia Fase
5 " o0.a92 Folicular
6 0.392 Folficular
7 0.180 Folicular
8 0.a59 " Folicular
9 0.410 Folicular

10 0. 68606 Folicular

13 0.452 Folicutar

14 0.528 Ovulatoria

15 0.412 ., Lutea

16 Q.612 Lutea

18 0.558 Latoa

18 0.433 Latea

20 Q.424 Lutea

21 0.4a88 Latea

23 0.18968 Lutea

24 0.372 LGten

25 0.460 Litea

28 0.381 Latea

28 0.532 Luten

28 0.471 Lutea

56



EHUARAZADAS
4 MESES ¥ HEDI1O 0.563

8 MESES 0.389

[ Solo se tomAaron en cuenta obsorbancias de mujeres con c;clo

mestrual regular.
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RELACION DEL TITULO DE IGA SECRETORA

CON EL CICLO MESTRUAL

ABSORBANCIA

56 7 8 9101314151618 19 20 2 23 24 25 26 28 29

DIA DEL CICLO

DIA DEL CICLO
ZZZ FASE LUTEA ] FASE OVULATORIA

B FASE FOLICULAR

CENTRO MEDICO DEC. U,
GRAFICA 2b.




Tabla &4

Retacion de la frecuencia en porciento de pacientes

con 1especto al

Frecuencia (%)
a1.74
9.52

11.11

6. 34
4.76

3.17

3.17
3.17
3.17

3.17

1.58

1.58

59

agente etiologico

Agente etioiogice

Gardnerella !pgtnnlis

Candida albicans

Ge zggipnlls Y c.

albicans

Escherichia coll

Levaduras

T. vaginalias, G.vaginalis

y Candida albicans

S. aureus y G, vaginalis

S. sp y G. vaginalis

Neisseria gonorrhoeae

G. vaginaiils ¥y Eiwgult
Staphylococcus aureus
Staphylococcus sp.

Citrobacter sp.

Candida sp ¥ T. vaginalis

Streptococcus pyogenes

E. coli, P. mirabilis y

Levaduras

E. coli y S. aureus

s

aureus y Levadurag



1.58 E. colf, S. aureus y C.

albicans
1.58 _l;lg_p_s_égl_la._};p y S. aursus
t.58" V-vaginalls y G.vaglonatis
1.58 5= B goli ¥

G. vaginalis

1.68 Capdida gp y S-_sp:

s Las pacientes corresponden a las poblaciones del Centro de

Salud y del Centro Medico de Ciudad Universitaria.
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RELACION PACIENTE-AGENTE ETIOLOGICO
(%)

Gardnerella vaginalis

Candidg gibjcans

G._vaginalls y Candida sp
Escherichig coli

Levaduras

I._vaginalis, G._vgginallz v C. sp
S._aureus vy G, vaginails
Staphvlococcys sp v G. vaginalils
Nejsseria_gonorrhoeae

G._vaginalls y E. coli
Slaphylococcus aureus
Slaphvylococcus sp

Citrobacler sp

C. sp_y Trichomoncs vaginalis
strepiococcus_pyogenes .
E._coll, Proleys mirgbills y_Levaduras
E_coll_y Staphylococcys qureus
Staphylococcys gureug y_C. glbicans
E._colf S. ayreus_y C. qlbicans
Klebslella sp_y_S.qureus
I._vaginalls ¥y G _vaginalls

Ssp, E _coll ¥y G._vaginglis

Candida sp_y Staphvlogoccys sp
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Frecuencia de edades de pacientes del

Numero de Pacientes

18

Frecuencia de edades de pacientes del

Nimero de Pacientes

a0

Tabla 5

Tabla 6

63

Rango de Edad

Centro de Salud

{afog)

19 - 22
23 - 32
33 - 39
40 - a7
ag - 52

Centro Medico de C.

Rango de Edad

(aRos)

19 - 22
23 - 32
33 - a9
40 - A7
a8 - 52

u
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FRECUENCIA DE PACIENTES DE
ACUERDO A LA EDAD

# DE PACIENTES
/ J/
/ .
50 . .- - SRR .. - ..
40

304 ‘

: /
20 s
10 /

19-22 23-32 33-39 40-47 48-52
EDAD (ANOS)

OMGEN DEL PACIENTE
I CENTRO DESALUD CENTRO MEDICO
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Vi DISCUSIUON DE RESULTADUS

1.- En las graficas 1a y 1b se relacionan las medlas de las
ahsorbancias de la 1gA secretora con respecta a 1os agentes
eticvloglicos de las wmuestras de pacientes del Centreo de Salud
Portales y del Centro HMedico de Ciudad Universitaria las cuales
casi siempre son supericres al 0.3, esta apbsorbancia se podria
tomar cowmo un indice de que en muestras patotogices se esperaria
un ti1tulo superior u semejante, dichas lecturans corresponden a
muestras de pacientes gue pregsentan un agente o asociaciones de
dos o ties agentes causmies debido a que se reali1zo la titulacion
de 1gA secretora no espec¢ifica al agente etlologico.

De mwmanera general en las dos poblaciones se presentaron
asociaciones de agentes etiologicos direrentes, la poblacion del
Centro de Salud presento en mayor proporcion asociacion de tres
agentes causales coemparado con la del Centro Medieco que
generalmente presento dos, claramente existe una diferencia entre
las dos poblaciones que puede darse por el nivel socilecondmico,
cultural y sobre todo de higiene.
2.~ En la tabla 2 se presentan lecturas de mwmuestras que
tuvieron como resultado un cultivo negativo, me esperaria que las
absorbancias fueran bajas o no detectables, sin eabargo no
sucedio ast; una posible explicacion seria una mala toma de
®uestra 9 un mal alslamiento en ei cuitivo. Un cultivo negativo
no garantiza que no exista un agente etiologico causanda
leucorrea en la paciente, ya que todas las pacienteu estudliadas

tueron sintomaticas.
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3.~ Con respecto a laa graficas 2a y 2b e¢n donde se asaocia ol
ciclo mestrual con la media del titulo de 1gA secretora de f{as
pacientes, se observaron lecturas del anticuerpo muy semejantes
tantoc en tia fase folicular, ovulatoria y 14Gtea. 5Se esperaba
encontrar diferencia en la ftase ovulatoria ya que la bvibliografia
raporta que a ia mitad dél ciclo mestrual se presenta una
disminucion del anticuerpo (12). Sin embargo las lecturas
observadas se pueden relacionar a |a presencia del agente
etiologico como consecuencia de una respuesta fnnunaloglca a una
infeccion dada.

Tamblén ge observo que en mujeres eabarazadas el titulo
de 1gA secretora no decrecio comD se esperaba, ya que laa
hormonas sexuales coma i progesterona y los estrogenos en
concentraciones por arriba de o normal como sucede en personas
prefadas Inhiben de manera {aportante la formacion de anticuerpos
con o cual se explicaria que el titulo obtenido es por
consecuencia de la estimulaciédn antigenica.

a.- De acuerdo a lags grafica 3 donde se aobserva lg relacion
entre el porciento del agente etiolégico con respecto a las
pacientes, se presentoc Gardnerella vaginalis como @1 agente
cauaal mas frecuente en ambas poblaclones, eunto coincide con ias
referencias bibliograficas ( 14 ) donde presentan que las

vaginitis inespecificas o bacterianas son las mas frecuentes.

Con respecto a la pr ia de los agentes etiologicos
que no se caracterizan por dafar proplamente a la vagina se puede

Justificar caon el hecho de que la paciente podria ejercer ta
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relacion sexusl con su pareja de mapora no habitual probablemenle
genito bucal o anal.
5.- En cuanto a la trecuencia en )a edad de las pucientes la
grafica 4 muesira que el rango predominante an el Centro Medico
de C.U, es de 19 B 22 afos lo que explica que su poblacion es
meramente estudiantil Yy qQue tal vez inician su vida sexual mag
temprano en comparacion con la poblacion del Centro de Salud.

La pub‘laclcm del Centro de Satud tiene una wayor
frecuencia en el rango de 23 a 32 afos y generalmente son amag da

casa con un estrato social bajo.
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[X CONCLUSI1ONES

Toma de muestra: La extracién de la muestra se realizé con
un volunen optimo de dos militros de PBS esteril, ya que
con un mililltro no se obtenia suticiente fluido para Ia
cuantificacion del anticuerpo.

Extraccion de 1la ouestra: La extraccion de la muestra
nogotros recomendamos se efectue con pipeta Pasteur a la que
se le quiten los bordes y filos mediante éalor con el fin de
evitar lastimar o lacerar Ia mucosg vaginal de las
pacientes.

Eatandarizacién de la teécnica ELISA: Para la eatandarizacion
se utilizo placas de inmunodifusion radial IgA especiftica
con el fin de verificar a1 las w®muestras presentaban
concentracion de igA secretora detectable, para de esta
manera conocer que concentracion de Anti igA utilizar en la
estandarizacion de la técnica.

Resul tados: No se pudo establecer una rejacion directa entra
el tipo de agente etfclégico ¥y el titulo de 1gA secretora
para un poaihle diagnoatico, ya que debio reanilizarse Ia
determinacion especifica para e! sicrocorganismo, por lo que
se sugiere darle seguimiento, de esta manera seria de gran
ayuda para el medico.

Los resultados obtenidos dempuastran que cuando existen
uno o varios sgentes etiologicos causando cualquier tipo de

vaginitis se va a encontrar niveles de IgA secretora alitos o
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ESTA TESIS KO DEBE
salt BE LA BIGLIOTEGA

ba jos para lo cual va influir tambien que tan dadada este
1la muconsa vaginal.

No se puedo observar la relacion que tienen las hormonas
sexunles ¥y el ciclo sexual con el nivel de anticuerpos, ya
que e| procesc de 103 estrogenos |leva a proporcianar  un
medio de defensa ai igual gue la IgA secretora, par lo que
un decremento en una u otra originaria el racil acceso del
microorganismo.

Para establecer nivelas de 1gA secretora en el ciclo sexual
se recomienda realfizar un seguimiento durante 1os 28 dias en
personas sanas.

Las poblaciaones estudiadas son de diterentes niveles
soci1econumicos, culturales y habitos higisnicos, ya que los
resultadas reflejan este hecho principatmente en el tipo de
asociaciones del agente causal encontraduas.

Queds establecido que |a etapa sexuaimente activa de ta
mujer es un tactor predisponente para contraer vaginitts,
enfermedades venareas e inclusa 51DA.

No ae pudo oblener vaiores o nivales de 1gA secretora en
personas aanss debido a 10 traumatico que reasulta In toma de
muestra y es dificil que las pacientes se presten a esto.

Se observo que el metodo ELISA es funcional, sensible ya que
detecta hasta ng ,sencillo, ei unico tnconveniente es su
costo por lo cual no es muy accesible pars realizarse en un
laboratoria de rutina. Generalmente sge maneja como una

prueba especial an haspitales de tercer nivel.
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12, ~

Debido a ia naturaleza de loz resultados obtenidos donde se
detecta una gran wvariabilidad de ractores atectando una
misma provblematica no fue pesible efectuar un andlisis
estadiatico el cual e propone manejando un grupo mayor de
pacientes a las que se les cuantifique Ia 1gA antigeno

especifica.
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