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Introduccion

La tricomoniasis urogenital es causada en el ser humano por el protozoario Trichomonas vaginalis. Aunque se
transmite por contacto sexual, no se ha descartado que se transmita raramente por fomites. El parasito se localiza
en el tracto genital y urinario de la mujer o del hombre, en donde puede causar vaginitis o uretritis. La
tricomoniasis es la enfermedad de transmision sexual no viral mas importante en el mundo. A nivel mundial, la
tricomoniasis es una de las enfermedades de mayor morbilidad y se ha asociado su presencia a otros patdgenos
tales como el virus del VIH y el del papiloma humano. Las tricomonas pueden presentar forma piriforme,
ameboide, esferoidal, elipsoidal, u ovoidal, asociandose la forma ameboide con la expresion de la virulencia del
parésito. A nivel nacional, la tricomoniasis ha ocupado un lugar preponderante entre las primeras causas de

morbilidad [1,2].

El diagnostico de la tricomoniasis en la mujer se realiza por examen directo y en fresco de la secrecion vaginal
observada al microscopio, obtenida de los fondos del saco vaginal lateral y posterior. En el hombre, la infeccion
usualmente es asintomatica y el examen debe realizarse de la secrecion obtenida por la mafiana antes de la
primera miccion. La identificacion y diagnéstico de las tricomonas se realiza usualmente por medio del analisis
microscopico en campo claro, identificando las formas moviles del parasito. Una dificultad de tal analisis es que
las formas poco moéviles del parasito pasan inadvertidas. Sin embargo, cuando se observan muestras en las cuales
el nimero de parasitos es escaso y el resultado parece negativo, se puede recurrir al cultivo en medios especiales.

También es posible recurrir a técnicas inmunoldgicas, como la inmunofluorescencia o al PCR [1,2].

En cultivo axénico, la forma de T. vaginalis més frecuente es la piriforme, pero las tricomonas provenientes de
otros aislados clinicos presentan parasitos con alta capacidad de adherencia al sustrato que son capaces de
adquirir una apariencia ameboide cuando se cultivan in vitro o se ponen a interaccionar con células epiteliales
[3]. El parésito mide de 7 a 23 um (promedio 13 pm) de longitud y transversalmente de 5 a 12 um (promedio 7
um). Presenta cinco flagelos, cuatro de los cuales se localizan en la parte anterior. El quinto flagelo se extiende
por el borde externo de la membrana ondulante del parasito. Los flagelos y la membrana ondulante dan al
parasito la motilidad. Trichomonas vaginalis no posee mitocondrias, pero si hidrogenosomas que se han

observado alineados debajo de la membrana ondulante y a lo largo del axostilo.

El conocimiento de la morfologia de los aislados clinicos y de las cepas establecidas de 7. vaginalis en cultivo
axénico es importante para relacionar estos datos morfologicos con las propiedades bioldgicas relacionadas con la

virulencia, lo cual permite ampliar los conocimientos relacionados con la patogenicidad de las tricomonas [4].



Objetivo

Analizar la morfologia en fresco de los trofozoitos de varias cepas axénicas de Trichomonas vaginalis, por

diferentes técnicas de microscopia de luz y en diferentes condiciones de experimentacion.

Metodologia

Cepas de tricomonas. Se utilizaron varias cepas de 7. vaginalis del banco de cepas del laboratorio de biologia del
parasitismo del Instituto de Investigacion en Biologia experimental de la Universidad de Guanajuato. Dichas
cepas fueron aisladas por nosotros a partir de muestras de exudado vaginal de pacientes con vaginitis. Las cepas
analizadas fueron: GT-1, GT-3, GT-6, GT-7, GT-8, GT-10, GT-11, GT-13, GT-13 PH3, GT-15, GT-20, GT-21 y
GT-22, ademas de las cepas de referencia NIH Y RFC de ATCC. Las tricomonas fueron cultivadas axénicamente
en el medio TYI-S-33 con suero bovino al 5% a 37 °C en tubos de borosilicato. Las células fueron cosechadas en

fase logaritmica de crecimiento (24-48 horas). [5]

Preparacion de las muestras. Para la observacion en fresco se prepararon suspensiones celulares en medio de
cultivo con el propdsito de permitir la expresion de su morfologia caracteristica, en portaobjetos y cubreobjetos y
se incubaron por 15 minutos a 37 grados ‘C, antes de ser observadas. Otras muestras se fijaron en glutaraldehido
al 1% en PBS por una hora a temperatura ambiente y para observar los nucleos, el ADN de las células se tifio
especificamente con el fluorocromo Hoechst 33258 50 uM por 15 minutos. Adicionalmente, se observaron
tricomonas después de varios dias de ser sometidas a un proceso de criopreservacion en nitrégeno liquido
utilizando dimetilsulféxido como crioprotector, para lo anterior las células recuperadas del criotubo a -196 °C se
lavaron para eliminar el DMSO, se les adicioné medio fresco completo y se realizaron preparaciones en fresco

como se describio anteriormente.

Observacion de las muestras. Para examinar las muestras se observaron en un microscopio marca Zeiss modelo
Axioskop 40 FL con un objetivo de 40X, utilizando diferentes Opticas: campo claro, contraste de fases, contraste
tipo Varel y fluorescencia (filtro UV) [6]. Después de hacer las observaciones generales se tomaron imagenes

digitales con una camara AxioCam MRC acoplada al microscopio y conectada a una computadora.
Resultados
Campo claro. En la mayoria de las muestras se logré observar los flagelos, los nticleos y gran cantidad de

vacuolas, asi como el movimiento que presentan las tricomonas y sus flagelos, el cual vari6 segun la cepa a la que

correspondia, ya que algunas cepas son muy adherentes y no presentan movimiento notable.



Contraste de fases. Con esta modalidad de microscopia se lograron apreciar los flagelos y el axostilo, mejor que

con el campo claro.

Contraste tipo Varel. Con el uso de esta técnica se favorecid la observacion de las vacuolas y en parte los

hidrogenosomas, mas que con las otras modalidades de observacion.

Fluorescencia. La tincion con el fluorocromo permitié la observacion especifica del DNA contenido en los
nucleos, permitiendo ver asi la forma nuclear y el nimero de nucleos por célula. El grado de tincion fue variable,
por ejemplo los niicleos de la cepa NIH fueron bien tefiidos, mientras que los de otras cepas se observaron con
menos intensidad. Respecto al nimero de nucleos, todas las células en interfase mostraron un nucleo por célula y

dos en células en proceso de division celular.

Observacion de tricomonas criopreservadas. Estas observaciones solo se realizaron en algunas cepas. Se advirtié
que la morfologia de las tricomonas viables se caracterizd por su birrefringencia y/o movimiento de flagelos o

cuerpo celular, notandose en general el mismo patrén morfologico observado en las células en cultivo continuo.

Conclusiones

Las cepas de T. vaginalis son pleomorficas, mostrando algunas de ellas morfologia piriforme y otras ameboide.
Los datos sugieren la presencia de morfologia caracteristica en varias cepas de 7. vaginalis, tanto en las que se
mantienen en cultivo continuo como en aquellas que han sido criopreservadas previamente. Las cepas que
muestran la morfologia ameboide la expresan de manera reproducible en ausencia de células, mientras que otras

cepas solo muestran la morfologia piriforme en las mismas condiciones.
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Tabla 4. Cepas de Trichomonas vaginalis. Observaciones de células
criopreservadas



