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RESUMERN

Se escogieron 100 pacientes que tenian sintomatelogia compatible con
vagmosis bactetianalvaginiis con los critenios de Amsel et al {1} y se les
reahzo exudado vaginal en las condiciones acostumbradas abstinencia de
relaciones tratamentos locales y duchas vaginales en las 24 horas previas
al estudio introduccidn del espejo sin lubnicante guantes sin talco Se tomé
muestra para citologia vaginal en portaobjetos y se fijo con cyto-spray para
su posterior tincidon de papanicolaou con hisopo de dacron se tomo muestra
para sistema Affirm VP la cual se infroduce en tubo polipropiieno y se
guarda en refrigeracidn como maximo 1 a 4 horas para su procesamiento El
estudio micid en noviembre del 2000 y concluyd en diciembre det 2000 El
57 % fueron positivas a alguna de las entidades buscadas Tncomona 2 %
Candida 14 %, Gardnerella 40 % con el métodéd estandar de oro las
sondas de ADN vy los resultados con Papanicolaou son muy similares la no
concordancia de datos es de 3 para las sondas vy 2 para la ciiologia con
tincidn de papanicolacu Obteniendo para las sondas genéticas una
sensibihidad 98 24 % con esto se tiene la certeza de la prueba para detectar
el transtorno en pacientes que si tienen la enfermedad con especificidad de
100 % wdentifica pacientes gue no tenen la enfermedad valor predictivo
positivo de 100 % es el porciento de pacientes positivos que s1 tienen el
padecimiento y valor predictive negativo de 97 72 % es la probabilidad de
que el paciente no tenga el padecimiento cuando la prueba es negativa para
las sondas genéticas

Para la tincion de Papanicolaou [a sensibiidad es mas baja 94 73 % v el
valor predictivo negativo de 93 47 %

En la prueba de X* con una p= 0 000 000 01 &l AFFIRM tiene un valor de
92 01 y la tincdn de Paganicolaou de 84 79

Con esto se demuestra que una prueba altamente sensible y especifica la
prueba de Chi cuadrada no demuestra una diferencia estadishicamente

significativa



AMIPCIDINIDS

Vaginits o inflamacion de la vagma es un problema comun existen
aproximadamente 25 causas de exudado vagmal por la cuales consultar al
médico Cada afio se registran 10 millones de consultas en EUA por
tncomoniasis vaginosis bactenana e infecciones por candida que son las
tres prncipales causas de vagimitis (1) Los sinfomas y signos sugestivos de
vaginitis ncluyen comezon exudado purulento amtacidon ardor con disuna
con olor vaginal inusual acompafiado de rash el pH y el desconocimieto de
la flora vaginal (2)

BACTERIAS COMUNES QUE COLONIZAN EL TRACTO GENITAL

+ Corynebactenium

+ Diphtheroids
* Enterococcus

» Escherichia

« Eubactenum

« Fusobactenum

» Klebsella

+ Lactobacilus

+ Meorganelia bacteroides
Peptostreptococcus
Prevotela

Proteus enterobactena

Staphylococeus
Streptococcus

* & & 2

Varias condiciones asociadas con anormalidades en la flora vaginal
producen exudados blancos, gnses o verde-amanilentos

El pH puede medise de las porciones lateraies de la vagina con papel
indicador conrango de 36 a6 1, el pH habitualesde 28a44(237)

Los Lactobacilos producen acido lactico para mantener el pH que protege
contra los patégenos Las duchas y la menstruacion alteran el pH Las
infecciones por levaduras mantienen el pH en limites normales las
tricomonas vy la vaginosis bacteriana tiende a alcalinizar (2,3,4,5)

Las pacientes con exudado con olor féhdo (pescado) al mezclar con
Hidroxido de Potasio al 10% indican ¢crecimiento bactenano con predominio
de anaerobios facultativos y obligados, para lo cual es conveniente examinar
alicuotas microscopicamente en seco fuerte 40x, con  busqueda
intencionada de levaduras, tricomonas, células clave sugestivas de
vaginosis bactenana respuesta inflamatona y efecto estrogénico (2 10 13)



TRICOMONIASIS

Tnchomonas vaginalis infecta a 180 millones de personas en el munde y de
2 a 3 millones de mujeres americanas anualmente (8 9 10 11) afecta al
tracto urogenital y es responsable del 20 al 30% de las vulvovaginitis (4) en
México se notifican 7311 casos anuales para 1999 Instiiuto Nacional de
Referencia Eprdemiologica (INDRE)

Es un protozoano anaerobio flagelado ovoide moéwvil de 10 a 20 mucras La
motiidad es proporcionada por cuatro flagelos anteriores y uno adicional
unido a la membrana ondulante (2,3 6,8 10 11) La forma vegetativa tiene
aspecto pinforme y no existe forma quistica

Epidemiologia. La fuente de contagio es exclusivamente humana de tipo
venéreo aungue no puede excluirse el contagio por objetos himedos El
periodo de incubacidn es corte de 3 a 6 dias (hasta 28) aunque el 20% de
los casos persiste de forma asintomatica la cual es la principal fuente de
contagio {7 9 11 12)

Cuadro Clinico Las mueres presentan. escozor, guemazdn y prunto
vuivovaginal con xantorrea liquida en el 75%, discrefamente malolente y
espumosa en el 60% Cursa con dispareunia yfo distina ¢on dolor abdominal
bajo (9 10} siendo motivo de consulta de urgencia En el hombre a menudo
es asintomdatica, con ligera disuria y en ocasiongs con secrecion uretral
purulenta (uretrnitis no gonocécica)

Existe un punteado microhemarragico cervical en el 25% de los casos con
aparencia de “frambuesa’ causado por dilatacidn capiar y hemorragias
puntformes observables en el 2% a simple vista y 80% por colposcopia Las
pacientes sienten incomodidad con dolor ardor o dispareumma  sin
embargo pueden ser asintomaticas hasta en el 50% en los primeros seis
meses {2,3,9,10) Se asocia a bajo peso al nacimiento en un 40% Ademas
de gonorrea, chlamidia y vagmnosis bactenana aunque puede ser
independiente de estos microorganismos (2 3 23)

Diagndstico, El pH vaginal es de 4 5 en el 90% de los casos (2 3 22,24 25)
Con olor fétido después de aplicar KOH al 10% en el 50% de las pacientes
El exudado en fresco es rapido y eficaz, con una sensibiidad de 60 a 70%
(8910 13) El movimento es caracteristico y se situa entre leucocitos v
establece el diagndstico en el 75-80% (6)

Para casos dificiles existen medios de cultvo como el Diamont con suero
hidrolizado de caseina y antibidticos con una sensibiidad del 95%
(27.891112) otros medios como InPouch TV y medio Trichosel
Incubandose de forma anaerobia y con crecimiento a las 48 horas con
sensibihdad del 95%



Métodos de aglutinacidn en latex y analisis de mmunoabsorbeion enzimatica
(ELISA) con sensiblidad de 90% y espectficidad del 99 8% (2}

La Trichomona vaginalis puede ser observada en frotis de papanicolaou con
60 a 70% de sensibiidad observando polimorfonucleares c¢élulas epitelales
con un halo perinuclear y granulos las tncomonas se describen como células
fantasma tenues con un punto (nucleo) y ctoplasma vacio y hasta
vacuolado (20 21 25)

El dragnéstico diferencial se debe realizar con vulvovagmitis micotica el flujo
s mas blanco espeso y grumoso y la reaccion inflamatona se extiende mas
por la vulva y hacta el ano con la vaginosis

Es conveniente que la pareja reciba tratamiento simultaneo (22)

VAGINOSIS BACTERIANA POR Gardnerella vaginalis

Es considerada una enfermedad de transmision sexual con una frecuencia
de 32 a 64% vy del 12 al 25% en el contexto de medicina familiar y del 10 al
26% en obstetricia (14) Se le han designado diferentes agentes

HISTORIA DE LA VAGINGOSIS BACTERIANA

1894 vaginitis no especifica

1955 vaginitis por Haemophilus

1963 vaginitis por Corynebacterum
1880 vagmitis por Gardnerella vaginalis
1982 vaginosis por anaerobios

1983 vaginosis bacteriana

La vagmosis bacteriana es un complejo cambio en la flora vaginal
caractenizado por la reduccidn prevalencia y concentracidn de lactobacilos
productores de peréxido de hidrogeno y concentracidn de Gardnerella
vaginalis, encontrada en un 40% (20 al 70% segun las distintas seres) de
mujeres sanas a 95% de mujeres con vaginosis bacteriana encontrando
ademas Mobiluncus sp Mycoplasa hominis anaeroblos gram negativos del

género Prevotella bacteroides y Peptostreplococcus sp

Segun Amies (2) es un sindrome caractenzado por al menos tres de los

siguientes cntenos.



¢ Fluo tenue homogeneo blanco mal oliente no inflamatorie con
apanencia de leche cremosa, a menudo adhenda a las paredes
vagmnales y ausencia de Lactobacilus spp

+ Presencia de células clave en el examen microscopico { mas de
20% de celulas epitelales) ceélulas epielales recubiertas de
bacternas que pierden los bordes

e ElpH del flujo vaginal mayor de 4 5

Prueba de aminas positiva Olor a pescado con la prueba de KOH

al 40% con una gota de exudado vaginal

El género Gardnerella consta de una sola especie conocida Gardenerella
vagmalis { G Vaginahs) Por estudios de ADN se ha comprobado que no
esta relacionada con ningun otro género conocide debido a las peculiares
caracteristicas de su pared celular no se ha incluido en ninguna familia de
microrganismos, aunque suele agruparse con las bactenas gramnegativas
Con el microscopio electrdnico se ha descrito la pared celular de este
microerganismo como semejante tanfto a grampositivos como a los
gramnegativos (22 23) Mas recientemente se describe como una bactena
con pared celular lamminar no tipica de gram positives n1 gram negativos G
vaginalis es por tanto un bacilo gram variable anaerobio facultativo catalasa
y oxidasa negativas (12,14 22)

Se relaciona con infecciones fuera del tracto vaginal con bacteremias
fiebre nfecciones de henda quirurgica, complicaciones durante el embarazo
y su resolucton conocamniotis, ruptura prematura de membranas paro de
pretéimino  bajo peso al nacimiento en un 40% vy endometntis
posparto/poscesarea-postaborto  enfermedad inflamatoria  pélvica vy
sangrado uterino anormal (7,14) Se asocia a sepsis v meningitis neonatal,
peritonitis infeccion unnana y absceso hepatico



La etiologia del olor en la vaginosis bactenana es un smergismo donde los
lactobacilos son reemplazados por Gardnerella vaginalis y esta relacionado
con las bacternias anaeroblas especies de Bacteroides sp Especies de

Mobiuncus sp y Mycoplasma genital (8,15 16) que incrementan de 100 a

1000X en pacientes con vaginosis El incremento del metabolismo anaerobio
produce aminas (cadaverina putrescina tnetilamina) y la alcalinizaciéon su

volatizacidn agudizando el olor

DIAGNOSTICO Los criterios clinicos y la tincidon de gram con sensibilidad
de 93% vy especificidad de 70%, son aceptados para el diagndstico de
vaginosis bactenana donde se confirma con clandad el tipe de flora
{cocobacilos gram negativos y gram variables, pleomdérficos y ausencia de
bacilos grampositivos tipo Lactobacillus

(16,17,18)

En la tincion de Papanicolaou se identifican las células clave (ciue cells) con
fondo sucio con predominio de color cianofilo (20,21) La vaginosis
bacteriana puede ser diagnosticada con el uso de pruebas de DNA

Es un microorganmismo de crecimiento delicado y relativamente lento (48-72
horas de incubacion), cuyo crecimiento puede pasar desapercibido $1 no se
sospecha o s no se utiizan medios de cultvo semiselectivos para su
aislamiento, ademas G vaginalis produce con frecuencia infecciones en ias

que participan otros microorganismos aerobios y anaeroblos

El medio semiselectivo es el agar sangre humana de doble capa medios de
casman ¢ columbia donde G vaginalis presenta una hemolisis
caracteristica Pueden utiizarse también otros medios con sangre humana
como CNA (agar sangre humana con colistina y acido naldixico) Los
cultivos son positivos en un 40% a 60% de las pacientes asintdématicas y no
implica necesarnamente del diaghostico de vaginosis bacteniana (2 3 24)



CANDIDIASIS

La ncdencia de vulvovagimtis micotica se  ha incrementado
dramaticamente {23 25) El 75% de todas las mujeres tienen al menos un
episodio de vulvovaginitis candidiasica y el 50% mas de un episodio y
aproximadamente un 5% la padecen por afios Se atribuye que la Candida

albicans, ha emergido rsponsable del 80 al 92% de la candidosis
vulvovaginat (3,4,6) los antifungicos son mefectivos y crea resistencia como
la Torulopsis glabrata  (2,3,4)

El INDRE refiere 12 448 casos de candidiasis urogenital para 1999 en
México En los estudios realizados en la clinica de enfermedades de
fransmision sexual del instituto Nacional de Pennatologia de la Secretana de
Salud la candidosis vulvovaginal fue una de las primeras causas de
atencion médica durante el periodo de 1989 a 1994 se atendieron 3075
casos de 13636 consultas (5)

Candida es un hongo levaduriforme imperfecto ovoide gram positivo de 4-6
micras de longitud, provisto de pared fina y que se reproduce por gemacion
(carece de reproduccion sexual) Crece en los frascos de hemocultivo
habituales v placas de agar

Las colonias de Candida son lisas, blanquecinas y brilantes semejantes a

las de estafilococos

La formacion de clamidosporas (esporas de paredes gruesas) es el método
sistematico para la Wdentificaciéon

Son hongos dimorfos y tas blastosporas es la forma de la transmision y esta
vinculada a la colonizacidn vagmal Las levaduras germinadas producen
micelios invadiendo tisularmente y causan enfermedades sistemica

sintomaticas (4)



Factores predisponentes promueven la candidiasis como la diabetes
ncontrolada los esteroides abuso de antibioticos uso de dispositivos
frecuencia en coitos alteraciones del sitema inmune sida enfermedades
crénicas  sistemicas  lupus  hipotroidismo  terapra  Inmunosupresora

anticonceptivos orales (2)

Epidemiologia Candida es un saprofito normal de mucosas oral digestivay
genital del hombre y amimales, la mayoria de las infecciones son de orngen
enddgeno

Patogenia, Candida invade a partr de la zona penanal hacia la vagina (4) y
es favorecida por factores predisponenetes como estrogenos gue aumentan
la avidez de la célula epitelial vaginal para adhernrse y se ha demostrado un
receptor o sistema de unidn en el citosol de las levaduras para las hormonas
humanas que aumentan la formacion de micelios {(anticonceptivos ingeribles,
antibioticos sistemicos y factores diversos)(4,6)

Afecta principalmente a diabéticas, embarzadas o tratadas con antibidticos
el sintoma mas frecuente es el prunto vulvar intenso con leucorrea espesa
parecida a “gqueso cottage” compuesta de hifas seudohifas y células
epiteliales La vagina y labios aparecen entematosos, edematosos y con
lesiones satelites pudiendo extenderse a vulva uretra con disuria, perneo y
se ha descrito endometrifis (246 7 6)

El diagnéstico es por aumento en la 4cidez vaginal conrango de pH4 a4 7
con mediza de 4 5 Una preparacidn muestra levaduras de C albicans son
fuertemente positivas en la tincién de gram con pseudohifas filamentos
gram positivos con granulos gram posthivos con pocos leucocitos  las
esporas de C glabrata son de menor tamafio de 8 a 2 micras esféncas u

ovoides agrupadas ¢ aistadas (2)



La sofucion de KOH al 10-20% se usa para visualizar levaduras no visibles
con solucion salina ya que se disuelven los leucocitos y erntrocitos la
ramificacion gemacion y las hifas de la pared celular se observan mas

facimente cuando es Candida albicans {1 23)

Los medios de cultivo son Agar dextrosa Sabouraud micobiotico de
Sabouraud modificado Difco © el medio de Nickerson incubando a
temperatura ambiente La diferenciacion se da port reaccidn de fermentacion
de azucares (2)

El diagnostico requiere una correlacidon entre datos clinicos  estudio
microscopico y cultive (15 9) En la tincidén de Papamicolaou se identifican
las hifas y esporas, esféricas-oveides eosinofilas dentro y fuera de las
células (20,21,25)

TINCION DE PAPANICOLAOU.

Es esencial que se sumera la extension inmediatamente a una sustancta
fiadora, ya sea etanol al 95% (v/v) o éter etanol al 50% (v/v) permaneciendo
unos 20 nunutos y secar o el uso de cito-spray El espeyo vaginal debe estar
Impio, sin lubncantes Los guantes sin residuos de talco Es conveniente
que fa paciente se abstenga de relaciones sexuales, tratamientos locales y
duchas vaginales en las 24 horas previas al estudio En casos de vaginas
muy secas, se pueden humedecer las paredes con solucion salina isotdnica
La presencia de sangrado, no contraindica el estudio siempre y cuando este
sangrado no sea correspondiente a la menstruacion La tincion empleada en
la mayoria de los laboratorios de citologia es la de Papanicolaou — que es
una variacion de la hematoxiina Harns y eosina (H & E) se utliza la
modificacién de 1860, empleando alcohol amoniacal como diferenciador en
vez de acido clorhidrico y el carbonato de ko y los tempos de Hematoxihina
de Harns, OG-6 v EA 50 estan acortados notablemente Los colorantes son

17



acidos por lo cual las células trenen esa esa apetencia y por tanto deben
emplearse los términos de EOSINOFILIA (rojo} v CIANOFILIA ( azul) para
connotar las coloraciones

TECNICA Para la aspiracidon vaginal usar pipeta de vidrio de 6 pulgadas de
largo y ¥ de pulgada de drametro redondeada en a punta con curvatura de
2 pulgadas al final y equipada con vulvo de aspiracidn en el extremo
proxamal

1 Después de la flacidn transfenr los frotis directamente sin secar en
alcchol al 80% vy pasar a soluciones de alcohol al 70% y 50% con agua
destilada

2 Tefir con solucion de Harris hematoxiina por 3 a 4 minutos

3 Lavar en tres ocasiones usando contendor separado de forma gentil

4 Introducir en solucion de alcohol al 50%

5 Sumergr en una solucion de hidroxide de amonic al 15 % y 70% de
alcohol por un min

8 Enjuague en alcohol al 70% y posterioremente en alcohol al 80% y 95%

7 Tefir en OG-8 por Iminuto 15 segundos

8 Lavar en tres jarras de alcchol al 95%

9 Tefir con EA-85 por 3 minutos

10. Lavar tres veces en alcohol 95% en contenadores separados

11. Deshidratar y impiar con alcohol absoluto 50% y xilol 50%

12 Montar con Permount u otro medio de montaje conveniente

EL SISTEMA AFFIRM VP Hil

El sistema para identificacion Affirm VPII} es una tecnologia de diagnéstico
basada en sondas de DNA las cuales tienen secuencias de aminocacidos
especificos para una especie determinada (18) Este sistema emplea el
rRNA buscando y capturando por la sonda de DNA gue esta atrapada en
una cama de nylén Una segunda sonda de DNA especifico tiene una asa
para el acoplamiento del sistema hibndizado En este caso el asa empleada

13



es Biotina que tiene una afinidad natural para enlazarse con la proteina
strepavidin (19) Esta proteina enlazada a una enzima se emplea como un
indicador de coloracion del sustrato incoloro La enzima que genera el color
unicamente se precipitara sobre ia cama de nylon desarrollando color si el
anillo buscado es capturade La intensidad de color producido asi como la
sensibiidad del ensayo son directamente proporcionales a la cantidad de

analito buscado en la muestra (19)

Los beneficios del diagnéstico con sondas en comparacidén con los
mmunoensayos radican en la especifiodad sensibilidad velocidad de la
reaccidn y ausencia de arrastre antigénico asi como en la cantidad de rRNA
presente en las celutas El sistema Affirm VPII reakiza el diagnostico de las
muestras por hibridacidon de DNA a través del uso de sondas especificas
para dentificacion de los tres prnincipales agentes causales de vaginitis y
vaginosts bacteriana

El sistema affirm VPRIl identifica y detecta:
Candida spp 1x10" UFC en fase logaritmica del ensayo
Gardnerella vaginahis 2x10° UFC
Trichomona vaginalis 5x10° por ensayo

La exactitud y precision analitica son al 100% para microorganismos puros
ya que la prueba esta basada en la deteccidn de DNA celular de cada
microorganismo Del 85 al 95% en organismos que presentan mutacion
celular por efectos exdgenos y enddgenos (medicamentos condiciones
ambientales, humedad, entre otros )(19)

La prevalencia de infeccidn de las pacientes del Hospital de Gineco-
obstetnicia N°4  en los exudados cervico-vaginales es de 20 26%
distnbuidos Tricomona 0682% Candida 909 % y Gardnerella 10 53%
Obtenido de los registros del laboratorio del hospital



PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA:

La alta incidencia de vaginitis o vaginosis bactenana
sintomatica o asintomatica nos obliga a realizar diagnésticos de
laboratorno practicos y faciles con un bajo costo

Es importante detectar el microrganismo causante de las
vaginitis y ser especifico en el tratamiento de Trchomona
vaginalis, Gardenelfa vaginalis o una Candida albicans, pues los
tratamientos multiples ongman el abuso de antibibticos vy
resistencia Las metodologias para confirmar estos
microorganismos pueden Ir desde los mas simples como
examen en fresco, tincion de gram, tincién de Papanicolaou y
cultives, hasta el uso de sondas genéticas

Se investigara la eficacia diagnéstica de las sondas de ADN
(Affrm VPII) en comparacion con la tincién de Papanicolaou en
pacientes con patologia vaginal, para determinar la presencia de
Trichomona vaginalis, Gardnerella vaginalis y Candida, para
definnr que método diagndstico es mas util, sus indicaciones, cual
utihzar y en que momento, las ventajas de cada uno y sus

desventajas para optimizar los recursos del laboratorio



OBJETIVO GENERAL

Comparar la eficacia diagnostica de Affim VPl para
detectar Trichomona vagmalis Candida spp y Gardnerella
vaginalis comparada con tincién de papanicolaou en pacientes

con diagnosticd clinico de vaginitis o vaginosis

OBJETIVOS ESPECIFICOS:

-Determinar la presencia de Candida spp en pacientes con
candidiasis vaginal sintomatica, obteniendo la frecuencia en

pacientes con sospecha clinica

-Determinar [a presencia de Trnchomona vaginalis en
pacientes con tricomimiasis vaginal sintomatica y su

frecuencia en pacientes

-Determinar la presencia de Gardnerella vaginalis en
pacientes con vaginosis bacteriana sinfomatica y su
frecuencia en pacientes del HGO N°®4 del Instituto Mexicano

del Seguro social (IMSS)



HIPOTESIS GENERAL:

El metodo de Affirm VPIHI es mejor método
diagnéstico para  vaginitisis causada por
Trichomona vaginalis, Gardnerella vaginalis y
Candida spp. que la tincién de Papanicolaou.

HIPOTESIS DE TRABAJO:

Hi La deteccidn de Trichomona vaginalis,
Gardnerella vaginalis o Candida spp. Por el
método de Affirm VPIIl hace el diagnostico de
vaginitis con mejor sensibilidad y especificidad
que la tincién de Papanicolaou

Ho La deteccidn de Trichomona vaginalis,
Gardnerella vaginalis o Candida spp. por el
metodo de Affirm VPIIl no hace mejor el
diagnoéstico de vaginosis que la tincidén de
Papanicolaou




MATERIAL Y METQDO-

Se estudiaron 100 pacientes del sexo femenino con sintomatelogia de
infeccion cervico vaginal que acudreron al laboratorno clinico del Hospital de
Gineco-cbstetricia N°4 del Instituto Mexicano del Seguro Social con edades
de 15 a 50 arfios con vida sexual activa sin tratamientos previos y ¢on
nfeccion vaginal sintomatica fiujo transvaginal grumoso acompafado de
prurito ardor vulvar dispareunia o sequedad vaginal con signos de entema
y edema vulvar

Los crtertos de no inclusion embarazadas mutttratadas o con tratamientos
recientes hasta 15 dias previos al estudic Se les realizo histona clinica
exploracién ginecoldégica con espejo vagmal estenlizado sin lubnicante y se
colectaron especimenes de la secrecidn del fondo de sacos laterales y
canal endocervical, por medio de hisopos con el primer hisopo se proceso
para examen en fresco,observando en seco déhil y fuerte con busqueda
intencionada de Trichomona vaginalis caracteristica por su morfologia y
movimiento flagelar y membrana ondulante, candidiosis por la presencia de
levaduras/miceltos y en vagmnosis Bactenana la presencia de células
eptteliales tapizadas de bacterias cocobacilares ('céluias clave”) se hizbé una
extension en portaobjetos para tincidén de Paparnicolaou fiandola con cio-
spray y postenormente tefiir con la técnica descrita el mismo hisopo se usé
para sembrar en medio de cultivo' agar Nickerson per 24 horas a 37°C para
candida en caso de ser positivos se les realizo la prueba de filamentacién en
suero humano por 2 horas a 37°C y observar al microscopro la formacién de
tubo germinal siendo positiva a Candida albicans cuando hubo mas de 50%
(16), en agar Casman con incubacion a 37°C por 24 horas en atméosfera de
CO: especifico para Gardnerelfa vaginalis, con hisopo de dacron esténl se
tomdé muestra para prueba de Affirm VP Il introduciendo en tubo de
polipropileno debidamente dentificado, se sometd a procesamienio de
Incubacion con solucion de lisis por 20 mun a 85°C No transcurnendo mas
de una hora entre la toma y el procesamiento Posteriormente se proceso de
forma automatizada

Donde ocurre la beracion del RNA por la solucion de lisis y después
poniendo a reaccionar con la tarjeta para hibrnidizacion en el primer pozo del
cassette y continuar con el proceso de lavade conjugacion de la enzima
marcadora y desarrollando color con el sustrato siendo positivo cualquier
intensidad de azul y se compara con los controles positivo y negativo de
cada taneta valdande la prueba

El dragnostico de Trichomona vaginalis se utihzé como estandar de
oro el examen en fresco, para candida el desarrcilo en medio de Nickerson
y para Gardnerella vaginalis el medio de Casman
Se compard el cultivo contia los métodos de  tincton de Papamcolaou, y con el
sistema Affiim VPII

Se someti6 a procedimiento estadistico teorema de Bayes y prueba
de Chi cuadrada



RESULTADOS:

Se estudiaron 100 pacientes del sexo femenino con patologia
vaginal de acuerdo a los criterios de Amsel et al (1), realizando
exploracion ginecolégica con espejo vaginal sin lubricante y se
colectd especimenes de fondo de sacos laterales y endocervix,
para examén en fresco cultivo, tincion de Papanicolaou y sistema
Affirm VP lll, procesando las muestras de acuerdo a los tiempos
para cada especimen, realzando el trabajo en los meses de
Noviembre y diciembre del 2000, en un estudio de tipo
transversal y analifico

Se encontrd el 57% con posttividad, Trichomona vaginalis 2%,
Candida 14% y Gardnerella vaginalis en 40% La no concordacia
de los datos es de 3 para las sondas genéticas y 2 para la
citologia con tincién de Papanicolaou

En las sondas genéticas se obtuvo una sensibilidad de 98 24%,
esto es la certeza de paceinies que si padecen la enfermedad vy
especificidad de 100% 1dentificando pacientes que no padecen la
enfermedad, con valos predictive positive de 100% esto
pacientes que st tienen la enfermedad, y valor predictivo negativo
de 97 72% que es la probabilidad de que el paciente no tenga el
padecimiento

En la tincidon de Papanicolaou la sensibilidad es menor de 94 73%
la especificidad de 100% el valor predictivo positivo de 100% v el
valor predictivo negativo de 9347% Al no encontrar una
diferencia estadistica significativa se aplicé otro analisis
estadistico para confirmar los resultados

En la prueba de Chi cuadrada (X?) con una p= 0 000 000 01 el
Affirm  VPIIl tiene un valor de 9201 contra 8479 del
Papanicolaou, siendo no significativa ia diferencia cuadros 1y 2



RESULTADOS GLOBALES DE LAS MUESTRAS ENTRE
CULTIVO, SISTEMA DE SONDAS GENETICAS AFFIRM VP 1ii
Y TINCION DE PAPANICOLAUO EN PACIENTES CON

PATOLOGIA VAGINAL:

CULTIVO
1Gardnerella vagmairs
2 Gardnerella vaginals
3 Candida spp
4 Gardnerelia vaginalis
8 Gardnerella vaginalis
6 Gardnerella vaginals
7
8
9

16 Candida spp

11 Gardnerelia vaginalis
12

13 Candida spp

14 Gardnerelia vaginais
18 Tnchomona vaginahs
16 Gardnerella vaginals
47 Candida spp

18 Gardnerella vagmalis
19 Candrda spp

20 Gardnerella vaginals
21 Gardnerella vaginahs
22 Gardnerella vaginahs
23 Candida spp

24

25 Gardnerella vaginahs
26

27 Candida spp

28 Gardnerella vaginalrs
29

30 Gardnerella vaginalrs
g weenn

32 Gardnerella vaginalrs
33 Gardnerella vagmalrs
34 Gardnerella vaginals
35Gardnerella vaginahs
36

37 Gardnerella vagmalts
38

38 Gardnerella vaginaiis
40 Gardnerella vaginairs
4

42

43

AFFIRM
Gardnerella vaginahs
Gardnerella vaginalis
Candiia spp
Gardnerglla vaginalis
Gardnereila vaginalis
Gardnereila vaginalis

Candida spp
Gardnerella vagmalis

Candida spp
Gardnerella vaginalis
Trichomona vaginahs
Gardnerelfa vaginalis
Candida spp
Gardnerella vaginalis
Candida spp
Gardnerella vaginals
Gardnerella vaginals
Gardnerella vaginalis
Candida spp

Gardnerella vaginalis

sk ek

Gardnerella vaginalis

Gardnerella vaginalls
Gardnerefla vaginalis
Gardnerella vagnalis
Gardnerella vagnalis
Gardnerelfla vaginalis

Gardnerella vaginals

Gardnerella vaginalis
Gardnerefla vaginalis

PAPANICOLAOU
Gardnerslia vagmals
Gardnerella vaginals
Candida spp

Gardnerella vaginalis
Gardnerella vaginalis
Gardnerella vaginahs

Candida spp
Gardnerella vaginalis

Candida spp
Gardnerella vagials
Trichomona vaginatis
Gardnerella vaginalis
Candida spp
Gardnerella vaginals
Candida spp
Gardnerella vaginahs
Gardnerella vaginalis

wHRHRA

Candida spp

Gardnersila vagmnalrs

edevededode

Ve depeiek

Gardnerelia vaginals
Gardnerella vaginals
Gardnerelia vaginahs
Gardnerelia vaginahs
Gardnerella vaginahs
Gardnerella vaginahs

Gardnerelia vaginals

Gardnerella vaginalis
Gardnerella vaginalis



44 Gardnerella vaginahs
45

46

47

48 Candida spp
49Candida spp

50

51

52

53 Gardnerelia vaginals
54

55

56

57

58

59

60

61 Candida spp

62

63

64 Gardnerella vaginalls
65 Gardnerelfa vaginalts
66 Candrda spp

67

68 Candida spp

69 Candida spp
70Candida spp

71

72

73

T4 Candida spp
75Gardnerelia vaginalls
76

77 Gardnerella vaginahs
78

79

80 Gardnerelia vaginals
81 Gardnerelia vaginalis
82 Gardnerelia vaginais
83

84

85

86

87

88 Gardnerella vaginalls
89

90 Gardnerella vaginahs
91 Gardnerella vaginals
92 Trichomona vaginaits
93 Gardnerella vaginahs

Gardnerella vagmahs

Canadida spp
Candida spp

Gardnerella vagmals

Candida spp

Gardnerella vagqinahs
Gardnereila vaginalts
Candida spp

Candrida spp
Candida spp
Candida spp

Candida spp
Gardnerella vaginalts

Gardnerella vagmnahs
Gardnerelfa vaginalis

Gardnerella vagmnalis
Gardnerella vagmals

Gardnerella vaginahs

Gardnerella vaginahs
Gardnerella vagmahs
Trichomona vagmnalis
Gardnerella vaginahs

21

Gardnerella vaginahs

Candida spp
Candida spp
Gardnerella vagmnals

Gardnerella vaginals

Candida spp

e dedede e

Gardnerella vaginalis
Candida spp

Candida spp
Candida spp
Candida spp

Candida spp
Gardnerella vaginairs

Gardnerella vaginalis

Gardnerelia vaginalis
Gardnerella vaginalls
Gardnerella vaginahs

Gardnerella vaginals

Gardnerella vaginalis
Gardnerella vagmahs
Trichomona vaginalis
Gardnerella vaginahs



94 Gardnerelia vaginals
95 Gardnerelta vaginals
96 Gardnerella vaginalis
97 Gardnerella vaginafis

Gardnerolta vagmialis
Gardnerefta vagmalrs
Gardnerelta vagmals
Gardnerella vaginalis

Gardnerella vaginalis
Gardnerella vaginais
Gardnerella vagmalis
Gardnerella vagmalis

98
99

100 Gardnerella vaginals Gardnereifa vaginais Gardnerella vaginalis

e NO COINCIDENCIA DE DATOS
LOS ESPACIOS EN BLANCO SIGNIFICA NEGATIVO

CUADRGC 1

RESULTADOS DE LA EFICACIA DIAGNOSTICA ENTRE
STANDARD DE ORO, SISTEMA AFFIRM Y PAPANICOLAOU
EN PACIENTES CON PATOLOGIA VAGINAL

STANDARD AFFIRM PAPANICOLAOU
TRICOMONA 2 2 2
CANDIDA 15 14 14
GARDNERELLA 40 40 38
POSITIVOS 57 56 54
NEGATIVOS 43 44 46

Ramirez R y col Patologia Clinica, HC CMN $XXi



CUADRO 2

RESULTADOS DEL PROCESAMIENTO DE LOS DATOS Y
ESTADISTICA POR PRUEBAS DE TEOREMA DE BAYES Y
PRUEBA DE CHI CUADRADA EN LA EFICACIA DE SONDAS
GENETICAS SISTEMA AFFIRM VPIll Y PAPANICOLAOU

AFFIRM VPI|| PAPANICOLAOU
SENSIBILIDAD 98.24 % 94,73 %
ESPECIFICIDAD 100 % 100 %
V P POSITIVO 100 % 100 %
V P NEGATIVO 97.72 % 93.47 %
X? p =0 000000 01 92,01 84.79

Ramirez R y col Patologia Climica HC CMN SXXI



DISCUSION

El sistema Affim VP Il demostré ser aliamente sensible vy
especifico con valores de 98 24% y 100%, al comparar con la
literatura donde se refieren sensibilidades de 81 a 89% vy
especificidad de 98 2 a 99% (1,19) Y comparado con el sistema
de cultivo se tiene la ventaja de un resultado confiable el mismo

dia

La tincidon de Papanicolaou mostré sensibilidad de 9473 vy
especificidad del 100% en nuestro estudio y se refiere en la
iteratura parametros que van sensibilidad 60 al 70% (1,15,21), la
diferencia en el resultado es influida por la experencia del
observador en este caso fueron evaluadas por un citotecndlogo y
el tesista, no siendo posible comparar los resultados sino hasta el
final del estudio, con esto se demuestra que se requiere personal

altamente entrenado en observacién de tinciones



CONCLUSIONES

1. El sistema Affima VP Il demostré ser aitamente sensible y
especifico con 98 24 % y 100 % respectivamente comparado con
la iiteratura de los insertos que refieren sensibilidades que van de
81% a 89% y especificidades de 98 2 a 99%

2. De las pacientes con sintomas se corroboré por ambos
métodos un 57% de infeccidn por cualquiera de las tres entidades
con positividad para tricomona de 2 % candida del 15 % y
gardnerella de 40 % aplicando los métodos mas aceptados para

su diagndstico

3. Se comprobéd la eficacia diagnéstica del sistema de sondas
genéticas para la deteccion de Trichomona vaginalis, Candida
spp v Gardnerefla vaginalis No hay una diferencia estadistica
entre la tincién de papanicolacu y las sondas geneticas, ni por el
teorema de Bayes, ni por chi cuadrada

4, Por lo tanto es valido usar el sistema de papanicolaou como
prueba de tamizaje, las sondas genéticas para confirmar
diagndsticos de ser necesario v los cultivos para determinar otras

entidades causantes del padecimiento

)
L]



COMENTARIOS

A) El sistema Affum VP 1ll demostrd ser altamente sensible y
especifico pata la determinacion de las entidades senaladas
pero no todo son bondades en las determinacicnes por sondas
genéticas

VENTAJAS

¢« Permite entregar resuliados confiables y oportunos va que la
prueba en si tarda aproximadamente una hora

+ Requiere poco equipo y matenal

e Facil manejo por el personal y adiestramiento minimo del
personal

¢ Hay seguridad en el procedimiento no permite contaminacion

DESVENTAJAS

Las pruebas son caras con un costo de aproximadamente
166 pesos cada una, ademas de la toma , el personal y los
gastos indirectos

En cuanto a la metodologia seria mejor un sistema de flujo
continuo y no como se maneja como discontinue ya que solo se
pueden procesar 6 pruebas a la vez y en los hospitales se toman
aproximadamente 30 a 40 exudados, 1o cual implicaria 5 horas en
su procesamiento y eso fraslapando los estudios, esto es
mantener en incubacién mientras se esta corriendo la prueba,
acorta minimamente los tiempos, siendo que la casa comercial
recomienda mantener en refrigeraciéon por un lapso de 1 a 4 hrs,
como maximo para la determinacién y al parecer no alcanzaria
para correr las pruebas

Para ser un métode tan actual no es conveniente usar el
sistema de gotas por que contradice tanta fecnologia con algo tan
artesanal como el dispensar 12 gotas de la solucién de lisis y
posterioremente 12 gotas de buffer, rematando al adicionar 4
gotas de sustrato Es mas conveniente en sistemas que aunque
no requieren fanta precisidn en estos pasos adicionar con un
sistema automatizado



Para abrir el cassette y levantar el blister siempre hay
resgo de derramamiento es un sitema poco ptactico ademas en
un equipe de prugba donde estaba caducade dque se uso para
aprender y desarrollar la tecnica, estaban vacias algunas cubetas
del cassette lo cual indica que el blister no es suficientemente
seguro para contener los liguidos Demerntando en la calidad del
producto

El método de vaciamiento de los tubos con filtro es poco
adecuado, seria conveniente disefiar un método de filtracidn mas
facil

Respecto a la lectura si estamos usando tecnologia de
punta al manejar sondas genéticas seria conveniente usar un
sistema mas preciso que no diera lugar a duda, ya que en
algunas muestras tuvimos que hacer conscenso para determinar
sl era positiva o negativa, pero también puede ser por la
liuminacién del laboratorio

B) Para concluir sugiero que el método de Papanicolaou es
menos sensible, pero confiable y sirve para realizar pruebas de
tamizaje y dar un diagnéstico donde no se requiere tanta
precision

El sistema de sondas geneticas Affirm VP Ili es bueno para
casos donde las infecciones son recurrentes y han fallado ofros
métodos diagnésticos mas simples, como son los montajes
directos (fresco en solucién salina), tincidon de gram, tincién de
papanicolaou, donde se requiere mas adiestramiento del
personal y expernencia, 10s cultivos son buenos pero tardan hasta
3 dias perdiendo oportunidad en la entrega del resultado ademas
que el laboratorio requiere mas equipo y personal mucho mas
capacitado
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