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RESUMEN 

Gardncrc/la vagina/is es considerado como el patógeno mas importante en el 

desnrrollo de la vaginosis bacteri:-::in, sus mec;1nismos de patogenicidad son la 

p1esonc1a de fin1brias que están involucradas en la adherencia a células epiteliales Ln 

expresión de fimbrias en diversas bacterias generalmente es mediada por material 

9e11et1co ex~!'acroniosrnnal. sin embargo en Gardnerclla vagina/is aun no se han hecho 

estuc!ms pnra determinar cual es el origen genético de éstas. un método para inhibir I;¡ 

exp11..-.s1ón ch:! !;-is fin1brléls es n1ediante el uso de acriflavina pC'lr lo que el objetivo de esta 

lflVPst19.:ic10:1 fue determinar el efec.to de la acrrflavma sobre la ndh~rencm de 

Gc"lrdnorc//;1 vagina/is é-1 celuJ;1s McCoy. Se emplearon tres cepas de G,ardncrclla 

vagi1u1/is 14018 (ATCC) y 1417 de (aislan11enlo clirnco) ambas adherenles n células 

McCov y la 1051 (de é'•slamiento clínico) no adherente a células McCoy Las tres cepas 

si_ ... 1nct1hilrOtl c>n n1ect10 liquido BHI adicionado o no de acr1flélv111a a concentrnc1nnes de 

500.2~0 12!:"•.12 5.1 25.0 125 y O 0125 ng/ml, después de 24 hor;is de incubélc1on a 37" 

e Pn a11110~.fera de CO.· al 5'X •. a cada tubo se le realizo cuenta v1élble a !ns cJ1luc1ones 

10' 10' y 10- Oespues de 48 horas de 1ncl1bac1ón. se real1znron los ensnyos de 

ad1l{'1t:>nc1a en celulas McCoy asi corno la extracción de DNA para la busquedn ele 

fri1q111e1llos extracron1oson1ales Los resultados nioslraron que las diferentes 

concr-:?nt1.'.1c1ones de acnflavm;¡ empleadas no fueron tóxicas para las cepas 14018. 1417 

y 1 O!l t ele Gardncrclla vagina/is ya que el porcentaje de vi;ibilidéld observ;:ido p;u ri 101 

rn;iyor conc.::.ontracrón (500 ng) de acnflavina fue de 95°/.,.93"1Í• y 94"/., respecl1va1nente 

En l<1s p111·~1Jas de éldherencia se observó que la cepa ATCC 14018 p1ercte su 

c.11i.-ir.1d.-ir• •te éldherencia Cl1~nd0 es tratada con concentraciones ~ 1.25 ng de 

;icrl!J;-w111a a r:nr1cenl1ac1ones de 0.0125 ng y 0.125 ng el indice relativo de adherencia 

fue dto" G ;i 10 (++) y 2 a 5 (+) bacterias por célula respeclivan1ente. y el patrón do 

~1dhP1011c1n ·ue de agregativo a localizado. En la cepa 1417 se observó que la pérdida 

de .:l(lhcrer1c1a fue desde la concentración de 0.0125 ng de acriflavina. La cepél 1501 no 

n1ocf1flco sus car<1cteristicas de no adherencia. En cuanto a fa detección de DNA 

ext1ac101nosormco se observó la presencia de una banda con tamario molecular de 

T.tSIS ~,; .. : .. 
FALL,:'~ ¡ 

__ ¡ 



9 416 kb para las cepas adherentes no tratadas con acnflavina. sin embargo después 

del tratan1ier.to con acriflavina se demostró que existe una relación 1nversan1ente 

proporcionnl entre la concentración de acriflavina y la presencia de ONA 

extracron1osc1nal ya que a 111ayor concenlrélción de acriflavina desaparece esta banda 

por lo que pos1blen1ente la falta en la capacidad de adherencia es debido a la 

elu11mac1ón de este DNA extracromosórnico. En conclusión. la acriflavina logró inhibir la 

adherencia de Gardncrel/a v?ginalis y esto puede ser debido a la pérdida de la 

expresión del plásn11do ya que este colorante se intercala en el material genético 

extracrornosornal. 
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1. INTRODUCCION 

La vélginosis bacteriana es la infección n1as comün del tracto genitourinario en mujeres 

que son atendidas en las cllnicas de consultas ginecológicas en diferentes p;tises. La 

condición es caracterizada por profusas y malolientes descargas vaginales Este 

sindrome puede ser Jo más importante en las infecciones vaginales asocmdo a las 

misn1as La vaginosis bacteriana presenta una microbiología con1pleja. ya que la 

población dP. lélctobacilos es desplazada y reemplazada por un grupo poh111icrobiano 

de organ1sn1os en el CLIEll se incluye a Gardnerclla vagina/is. Prevotel/a vivía; 

Provotella disiens. Peptostrcptococcus, Mycoplc'lsn1a hon1inis. Ureaplasma 

urca/yticun1 y con frecuencia las especies del género Mobiluncus. En esta 

pilfologm SE· hn observndo que el nlicroorgnnisrno n1fis in1portante es Gardnerella 

vagina/is élSi corno de o:1nilerobios. ocnsionando un desbnlélnce en la microflora normal 

de la n1isrnv con In consecuente desapnr1c1ón de la florn lactobac1lvr <
11 

La flora b<"ictcrmna de In vvginél esta conforrnada predominanten1ente por l.riclobacilos 

productores de peró)(1do de l11drógcno. los c11ales generan grandes cnnt1dades de 

"ilc1do lftct1co··. por co11s1~1u1cntc el pH nor111é1I de lil vng111a se encuentra entre 3.5-4 5. 

excepto en 21 periodo 111enstru<'ll Esto pcrn11te que haya un balance adecuado de la 

florél ex1ster-.tc. pues se mhibe el desnrrollo de bacterias catalasa negativas como 

Gardncrel/a vagina/is. 

/\1 e)(1st1r una vn11ac1ón del pH. parece hnbcr un ctecren1cnto de los efectos restrictivos 

de la florn norrnal. yn que ésta d1sn11nuye notablerncnte la presencia de Laclohacillt1s . 

lo cual perr111te la prolifer<'lción n1asiva de anaerobios y de Gardnerclla vagina/is <=-1 

En la vaginosis bacteriana hay liberación de an1inas debido a la descarboxilación de los 

.?1n11noélc1dos presentes P.n el rnedio. lo cual le confiere al fluido vaginal un olor a 

pescado Aderncls existe un;i e)(follación de léls céluléls epileflales de la vagina debida a 

l;i ;icc1ón c1totó)(1ca de las polian11nas bacterianas de los élcidos orgélnicos presentes en 

1::1 vng1nos1s bacteriana La observación microscópica de estas células muestra que 

Gardnerel/a vagina/is se adhiere avidamente a las células exfoliadas en un pH 

CJlc;:¡fino: a e!;léls células se les denon1ina células guia 131 



Se ha derT"OStrado que Gardnerella vagina/is es capaz de adherirse a células 

uretrales ferneninas y masculinas. lo cual puede ser un mecanismo d'e patogenicidad 

para esta bacteria. 

2. MARCO TEORICO. 

2. 1 EPIDEfJllOLOGIA. 

La incidencía de la vaginosis bacteriana varia de acuerdo a los diferentes estudios que 

se han realizado. En la ~:.obla:::::ió11 asintoniática la prevalencia es de 4º/o. Sin embargo 

otros estudios han reportado que es del 30 al 45°/o en mujeres en edad reproductiva. En 

mujeres con enfermedades de transmisión sexual son del 33 al 64°/o. En casos 

obstétricos ( prenatales ) es del 1 O al 26°/o y en las clínicas de planificación familiar es 

del 23 al 29 1:/0 

De acuerdo a los estudios hechos por algunos investigadores en México. la vaginosis 

bacteriana junto con la candidiasis genital son las causas más comunes de infección 

cervicovaginal. independientemente de los hábitos y costumbres sexuales de las 

pacientes. de tal forrna que se encuentra entre un 17 y 30º/o predominando 

d1scretan1ente en las mujeres embarazadas. 

La vaginus1s bacteriana a pesar de ser un padecimiento infeccioso. transmisible 

sexualrnente no está dentro de las enfer-medades que se reportan en la Dirección 

General de Epidemiologia, por lo que la frecuencia real del padecimiento en la 

Repubhca Mexicana se desconoce 11
• 

2 2. CARACTERISTICAS MICROBIOLOGICAS. 

Gardnere//a vagina/is es un microorganismo pleomóñico, inmóvil, gram-variable: que 

no posee endosporas. El crecimiento del pequeño cocobacilo se puede observar en 

agar sangre a las 48 horas. Sus dimensiones varian de 0.4 hasta 1.5 micras, aunque 

.-----------------·--- .. 
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algunas put:.·den medir de 2 a 3 micras. Gardnerel/a vagina/is es beta-hemolitico en 

medio que contiene sangre hun1ana o de conejo creciendo a 37ºC en presencia de C02 

al 5"/o, las cc·lonias se pueden observar redondas, brillantes y lisas semejando a gotas 

de recio. Las características mas evaluadas son: la presencia de alfa-glucosidasa. 

ausencia de beta-glucosidasa. hidrólisis del almidón . hipurato, rafinosa. glucosa, 

maltosa. y sacarosa. son oxidasa . catalasa y manito! negativo y en los cultivos 

presenta zonas de inhib!-::~ón al t.;Olocar discos con 50 µg de metronidazol, 5 µg de 

trin1etropnm o 1 Oº/c, de bilis La pared celular tiene una membrana externa que consiste 

de lipopofü;acé'lridos. proteinas y fosfolipidos. Su membrana contiene una delgada capa 

de péptidogli(.:ano 

La capa poh5ac;uid1ca p;irticipa en la adherencia de Gardnerel/a vagina/is a células 

epitelmles d€ la vrigrna También se sugiere que esle con1puesto interviene en la forma 

de agrupars~ del n1icroorganismo en cultivos en caldo. Presenta fimbrias de un 

diélrnetro entre 3-7 5 nn1 y unr. toxina citolitica extracelular que actua sobre los 

eritrocitos hu11anos. leucocitos pol1morfonucleares y células endoteliales 141 

La adhesión a las células epitehélles urogen1tales le pern1ite a Gardnerella vagina/is su 

colonización. ya que n1inin1iza el contacto de la bacteria con enzimas extracelulares y 

anticuerpos locales. además reduce la oportunidad de ser eliminada a lravéz del fluido 

Vélginal o la c,rina Se snbe que la r.dhesión se lleva a cabo a través de la capa fibrilar de 

la pr.red celul;¡r bacteriilflé-l y la rnembrana celular. y que las variables que influyen en ta 

capacidad de adllerencia son el pH. la ten1peratura de incubación, la exposición a 

radiación ultravioléta y el tratamiento con sustancias como peryodato de sodio. 

azúcares y antibióticos 1
!'•

1 

La adherenc 1a rnediada por fimbrias esta dada por la presencia de ONA plasmidico. 

con10 por ejen1plo en E. coli enteropatogénica. que produce diarrea por su capacidad 

de adherirse a células de la mucosa intestinal. Se sabe incluso que esta bacteria 

presenta difr~rentes patrones de adherencia tates como: el agregativo (AggA), el 

localizado(L.C~) y el difuso(DA). 1
"' 

Aunque en general es adecuado decir que el genomio de los procariotes consta de un 

solo cromo~oma. muchas bacterias poseen uno o varios elementos genéticos 

accesorios extracromosómicos encontrándose entre ellos los transposones y los 

.. :\ 1-.L /~ L:·~~ C \·<_. 
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plásmidos f7l Actualmente se desconoce si existe material genético extracromosomal en 

Gardnerel/a vagina/is. y además no St?- conoce la localización de los genes que median 

la información asociada a la expresión de adherencia. por lo que es importante conocer 

los genes involucrados en la adtierencia asf como la existencia de DNA 

extracromosomal. Como se sabe existen dos grandes tipos de variabilidad microbiana, 

una es la variación fenotlpica que afecta al conjunto de la población. no es hereditaria y 

es inducida por agentes extrinsecos originada como resultado de una mutación 

cromosómicu. pero por otra parte. existen en las bacterias unos elementos 

extracromosómicos portadores de una información (epison1as. plásrnidos, 

transposone:;) capaces de ser transferidos de una bacteria a otra y que se pueden 

traducir con10 una n1anifestación fenotípica provocando variabilidad microbiana. 

Actualmente se conoce que la mayoriél de las bacterias que presentan fin1brias en su 

superficie son originalmente el resultado de interacciones genéticas entre materiales 

cromosómicos y extracromosómicos. 

2.3. ELEMENTOS EXTRACROMOSOMICOS. 

Los elementos genéticos extracromosómicos muestran capacidad de replicación 

autónorna ( es decir. constituyen replicones propios ) Todos los plásmidos bacterianos 

eslud1ados son de DNA de cadena doble. La inmensa rnayoria son circulares cerrados 

covalentemente y superenrollados. Algunos poseen la capacidad de integrarse 

reversiblen1ente en el cromosoma bacteriano: en esta situación se replican junto con el 

crornoson1;m ( bnjo el control de éste ). y reciben el nombre de episomas 

En cuanto al tamafio. existe una amplia gan1a de plásmidos: desde plásmidos muy 

pequeños ( de unas 2 kb ) hasta plásmidos muy grandes ( 500 kb como el de 

Pseudomonas ). Incluso existen "megaplásmidos" en ciertos Rhizobium que llegan a 

tener 1600 kb. Cada tipo de plásmido tiene un número medio de copias por célula 

caracterislicCl. Por regla general, los grandes plásmidos tienen una o dos copias por 

célula ( muestran un control estricto de la replicación ). mientras que los pequeños 



suelen estar presentes como varias copias (> 1 O), denominándose plásmidos de control 

relajado. (Sil 

Los plásmidc·s conjugativos ( autotransmisibles ) son aquellos que se transfieren entre 

cepas por medio de fenórnenos de conjugación. Algunos de estos plásmidos no sólo se 

transfieren e,,tre cepas de la misma especie, sino que son capaces de hacerlo entre 

diversas especies de bacterias recibiendo el muy apropiado nombre de plásmidos 

promiscuos o de amplio espectro de hospt;!deros. Esto permite la transferencia 

horizontal de información genética entre grupos bacterianos filogenéticamente alejados. 

Los plilsrnidos no conjugat:vos carecen de la propiedad de conjugación. Dentro de esta 

categoria ex•ste un subgrupo, el de los plásrnidos movilizables que son aquellos no 

autotrans1n1s1bles. que pueden ser transferidos por la acción de un plásmido conjugativo 

coexistente en lrt misn1a bacteria 191 

2 4 ELEME~JTOS GENETICOS TRANSPONIBLES. 

Los elen1entos genéticos transponibles son segmentos de DNA que son capélces de 

insertarse ( 111as o menos al azar ) en otros segmentos de DNA. Tales elementos 

genéticos parecen ser ornnipresentes en la naturaleza y no sólo se han encontrado en 

bacterias y arquibacteriAs. sino tan1bién en eucariontes tales como levaduras. drosofila, 

nen1fltodos.plantas ( m<liz ) y células de mm11iferos 

En l;is b;icter1~s se conocen tres clnses de elernentos transponibles: 

1 -Sec11enr:1as rle inserción (SI). que son fragmentos relativamente cortos de DNA (600-

2000 pares de bases) que codifican solarnente una función necesaria para que la SI 

can1bie de lug;u de inserción ( transposición ). 

2 -Transposc.ines. oue son fragmentos de DNA algo mayores (2500-40 000 pares de 

bases) que no sol;1111ente codifican una función de transposición. sino también otras 

funciones ci.xno resistencia a productos químicos, producción de bacteriocinas, 

capacidad n1etabólica concreta. etc. Entre los transposones se incluye el Tn5. que 

cod1f1ca para la resistencia a la kanamicina y a la neomicina. 

5 



3.-Bacteríófagos, que son capaces de integrarse esencialmente al azar en el genoma 

del hospedero. 

Los segmen!os transponibles son entidades genéticas discretas que forman parte de 

cromosomas y de plé'lsn1idos, capaces de moverse de un lugar a otro del genomio 

(pasando a otros lugares del replicón original, o a otros replicones presentes en la 

misma bacteria). Existen varias clases de mecanismos de transposición, pero muchas 

de ellas suponen la simultanea replicación del elemento, de modo que queda una copia 

en el sitio originAI asi como en i.=·· nueva localización. Estos elementos no son 

replicones. E~s decir. no poseen la capacidad de replicAción autónoma. sino que son 

partes integrAntes de los genomios de muchas bacterias. confiriendo plasticidad 

genética sobre los que pueden actuar mecanismos evolutivos. 

Recientemente se ha descrito una nueva clase de elementos transponibles que poseen 

la capacidrtd de trasladrtrse desde el cron1osoma de unA bacteria al de otra sin formar 

parte de un plásn11do o bacteriófago. e~tos se denominan trnnsposones "conjugativos" y 

SP. hrtn enc0ntrrtdo en P11c,-oor~F1111sr11os grampositivos aerobios y anaerobios La 

transpos1c1ór usuahnente da corno resultado la replicación localizada del elemento a 

par1ir de ICl secuencia de ONA original dadora y también la inserción de una copia del 

elemento en la secuencia de ONA receptora ' 10
, 

2 5 CARACTERISTICAS FENOTIPICAS INDUCIDAS POR PLASMIDOS 

Los plé'lsn11dos 110 suelen ser indispensables para la viabilidad de la bacteria y muchos 

de ellos se pierden en ausencia de una presión selectiva. Los plásmidos no suelen 

deternlinar productos esenciales para el crecimiento ( por eso no son dispensables ), 

pero en la naturaleza. los plásmidos proporcionan ventajas selectivas en determinados 

F1n1b1entes o en deterrninadas condiciones. 1
'

11 las cuales se expresan fenotipicamente; 

tales con10 

1 -Resistencia a antibióticos. 

2.~Resistencia a metales pesados (por ejemplo, resistencia a mercurio). 

3 - Producción de toxinas. factores de penetración en tejidos, adherencia a tejidos del 

hospedero. etc. 

TE ("1-r< (''< (\ ]\T 
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4 -Producc1ó, de bacteriocinas ( toxinas con actividad antibacteriana ). 

5 -Producción Ce sideróforos (quelatos para secuestrar iones Fe 3 º) 

6 -Produccró., de enzin1as que degradan detern1inados azúcares. 

7 -Produccióri de enzin1as que degradan hidrocarburos incluyendo algunos ciclicos 

rec:ilcitrante~ e degradación de tolueno. xileno. alcanfor. etc ). 

8 -Inductores de turnares en plantas (plé'lsmidos Ti de Agrobacteriun1 tun1efaciens). 

9 -Interacciones sin1bióllcas y fijación de nitrógeno en ciertos Rhizobiurn. 1121 

2 6 TECNICl\S PARA LA ELIMINACION DE PLASMIDOS. 

Un;:i bélcfcriél puede ser "curada" de su(s) plásn1ido(s). es decir. se le puede elirnin;1r, ya 

seé1 de forn1;i espontanea o por unél serie de tratamientos en el laboratorio tales como: 

var1nc1ón en 1.é!S ternper.élturas óptin1as de incubación. por agentes quimicos como la 

acnflavma. ( qw~ se inserta entre las bases de DNA) o por pases continuos en medios 

Pnrrquec1dos Los 111ecn111s111os por los que se lleva esta curación dt.';! los plásn1idos es 

que estos ti atnrn1entos interfieren con su replicación sin afectar la replicnc1ón del 

cron1oso111n. esto hace que en sucesivas divisiones de una bacterin el plc'tsrn1do se vaya 

·diluyendo .. en In población resultante. ' 131 

2 7 INTERACCION DE LA ACRIFLAVINA CON EL MATERIAL GENETICO 

Los colorélntes con acridina son der.on1inadas con10 "flavinas" debido a su color 

nn1anllo. eJeícen un efecto bactericida y bacteriostiltico sobre un gran núniero de 

orgnnisrnos Entre los compuestos de uso clínico se hallan la proflavina y la acriflavina, 

que hrtn sido ut1hzadas en lé'I anl1sepsia de heridas 

Los coloranlE:!S con ac11dina interfieren con la síntesis de ácidos nucleicos y proteinas en 

células df~ rnamiferos y bacterias Son moléculas heterociclicas planares que 

interactuan :.::on el ONA helicoidal de doble cadena por intercalación originando 

rnutac1ones por corrimiento del sisterna de lectura (fig 1) Debido a su estructura 

-;-;:-:-:--~--. -- -, 
~.·· . ·: ¡ 
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hidrófoba plana. la acridina se inserta entre 2 bases sucesivas en el DN.I;\ separándolas 

fisicamente. 

Cuando se duplica una hebra, se inserta una base extra en la cadena complen1entaria 

opuesta a la droga intercalada. Cuando se duplica la última cadena la nueva cadena 

también contiene una base extra. Las sales de acridina ( acriflavina ) tienen por lo tanto 

la propiedad de suprimir los factores extracromosómicos. 

--· 

<--~ ¡--

NH2 

--- N 

------· 

Figura 1: Molécula de acriflavina que se intercala entre los pares de bases del DNA. 
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3. PLANTF.AMIENTO DEL PROBLEMA. 

Gnrdnerella vagina/is es un microorganismo que tiene la capacidad de adherirse a 

células ep1te~iales. factor importante de virulencia que utiliza la bacteria para causar 

daño y mani"estar las cr1racterísticas propias de las infecciones que promueve. Esta 

adherencia pudiese ser dada por la presencia de plRsrnidos o n1aterial genético 

extracromosóniico El tratr1n1iento de esta bacteria con acriflavina. podria curar a la 

bacteria del pléisn1ido por lo que ésta perdería su capacidad de adherencia. Al 

desconocer la ex1stenc1a de rnaterial genético extracromosóm1co. se ignora la 

procedencia de los genes que 111anifiestan el fenotipo adherente. pieza importante para 

entender la existencia pasiva de Gardncrclla vaginalis y el hecho de que haya 

p<'tc1entes s111 signos ni sinton1as y por lo tanto no se le pueda controlar para evitar la 

prohferFtc1ón ·¡ los subsecuentes contagios. 

~·-, . -
'·· .. 



4. OBJETIVOS. 

4.1. OBJETIVO GENERAL. 

Demostrar el efecto de la acriflavina sobre la adherencia de Gardnere/la vagina/is a 

células McCoy. 

4.2. OBJETIVOS ESPECIFICOS. 

1 )Determinar la viabilidad de las diferentes cepas de Gardnerella vagina/is antes y 

después de ser tratadas con diferentes concentraciones de acriflavina. 

2)0eterminar la capacidad de adherencia de las diferentes cepas de Gardnerel/a 

vagina/is a células McCoy tratadas o no tratadas con acriflavina. 

3)Analizar el DNA cromosóniico y extracromosón1ico de las diferentes cepas de 

Gardnerel/a vagina/is con y sin tratamiento con acriflavina. 

5. HIPOTESIS. 

5.1 HIPOTESIS NULA. 

La acriflavina no inhibe la adherencia de Gardnerella vagina/is a células McCoy. 

5.2. HIPOTESIS Al TERNA. 

La acriflaviria inhibe la adherencia de Gardnerella vagina/is a células McCoy 

10 



6. DISEÑO DE INVESTIGACION. 

6.1 CEPAS BACTERIANAS. 

Ccp:i de referenci~ de Gardnerella vagina/is ATCC 14018 proporcionada por el Dr. en 

C Fc•r.-.~ndo •v1 Guerrél infante. departamento de Virología del Instituto Nacional de 

Pennatologiél. 

Una cepél de Gardnere/la vagina/is aislada de un paciente con signos y slntomas de 

Vélginosis b;;cterian.r:t que cumplieron con los criterios de Amsel y una cepa de 

Gardnerel/a vagina/is aislada de un paciente sin signos y síntomas de vaginosis 

bacteriana f:·roporc1onadas por el Biól. Alberto González Pedraza. laboratorio de 

M1crob1ologia del centro de salud Dr. "'José Castro Villagrana", Instituto de Servicios de 

Salud del Di~tnto Federal Previamente identificadas de acuerdo a pruebas bioquímicas 

rcillizadéts pc•r l élylor 1
1.1' 

MEDIOS DE CULTIVO BACTERIANOS: 

Se en1pleó base de agar Casman con 5°/o de sangre humana para crecimiento colonial 

e identificación hemolítica de las bacterias. (ver apéndice 1) 

~,-_.'.;;i 1 • ,,,. • 
\ 1'.· 

.· "': ',i 
... · ~ 
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6.2. CARl\CTERISTICAS MORFOLOGICAS Y COLONIALES DE LAS CEPAS DE 

Gardnerella vag/nalls. 

*Bacilos cortos Gram positivos o Gram variable. 

*Anaerobio facultativo. 

*Tiende al pleomorfismo 

*Inmóvil 

*Ausencia de flagelos 

*Presencia efe fimbrias 

*No forma e5-poras ni cápsulas. 

En base de ¿'gar Casman + 5°/o de sangre de carnero: 

·colonias pequeñas (0.2-0.3 mm de diámetro) 

'"Translllcidé1·3 

·sranquecinéts 

"'Brill'1ntes 

·can borde regular. elevadas y convexas 

'"Beta-hen1ólisis. 

Pruebas bioquímicas de identificación: c1 s- 15> 

·catalasa y oxidasa: negativo 

*Hidrólisis de hipurato: positivo 

*Hidrólisis de- almidón: positivo 

•Fermentación de rafinosa, glucosa, maltosa, y sacarosa. 

:.:;::;-::;:.-T .J ... , l ,i_ .'. 
. . ' . "·! 
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6.3. CRITERIOS. 

CRITERIOS DE INCLUSION. 

•cepa de referencia de Gardnerella vagina/is ATCC 14018, en cultivo joven, crecida 

en base de agar de Casrnan + 5°/o de sangre hun1ana: cultivada en caldo infusión de 

cerebro y ce razón enriquecido con 10°/o de suero fetal de ternera con 24 horas de 

incubación. (ver apéndice) 

·cepa de aislamiento clínico 1417 de Gardnerella vagina/is adherente identificada por 

pruebas bioqulmicas de paciente con signos y sintomas de vaginosis bacteriana, con 

diagnóstico pos1t1vo ;i los criterios de Anisel 131 

·cepa de ai~léln1iento clinico 1501 de Gardnerella vagina/is no adherente identificada 

por pruebéls !Jioquirnicas de paciente sin signos y slntomas de vaginosis bacteriana. 

CRITERIOS DE EXCLUSION. 

*Cepas que no son identificadas por pruebas bioqulmicas. 

·cepas que no presenten la morfologla microscópica y colonial caracterfstica de 

Gardnerell.-. vagina/is. 

'"Cepas que ~ean catalasa u oxidasa positivo. 

·oar tratan1ientos fisicos o quin11cos a cepas bacterianas previos a los ensayos de 

éldherencia 

CRITERIOS DE ELIMINACION 

·cepas que rnodíf1quen su n1orinlogin colonial o microscópica. 

·cepas que presenten contarn1nación con otra bacteria. 

·ceréls con subcultrvo5 continuos. 

·cepas con reriodos de incubación mayor de 24 horas. 

"Uso de tweE:·n y ant1b1óticos en base de agar Casman·sangre humana empleados 

para el cr~ci111ienlo de la bacteria. 

VARIABLES 

'"Adherencia bacteriana a: utilización de diferentes concentraciones de acrirlavina. 

·variable dependiente: adherencia microbiana. 

·variable indapendiente concentración de acriflavlna. 

~~~~~~~~~~~~-~-1 

TES~:: f~C)Y·T .1 
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6.4. MATERIALES Y METODOS. 

6.4.1. CRECIMIENTO DE LAS DIFERENTES CEPAS DE Gardnere/la vaginafis EN 

SUSPENSION. 

Se realizó el cultivo en caldo para crecimiento bacteriano, del cual se obtuvieron las 

muestras ne•::esarias para ensayos po!=>teriores. Se promovió el crecimiento bacteriano 

inoculando las cepas ATCC 14018, 1417 (adherente) y 1501 (no adherente) de 

Gardnerella vagina/is en caldo BHI adicionado con SFT al 10°/o (3 ml) en tubos con 

tapón de ro~ca. Los tubos se incubaron 24 horas a 37° C ajustando al tubo 2 de 

McFarland (1 x 108 bacterias/ml). Transcurrido el tiempo se realizó la tinción de Gram 

para confirmar la pureza del microorganismo de cada uno de los tubos adicionado o no 

de acriflavinc.. Posteriormente se evaluó la viabilidad y la adherencia. 

6 4.~. TRATAMIENTO DE Gardnere//a vagina/Is CON ACRIFLAVINA. 

Se preparó una solución madre con 1 µg I ml de acriflavina y se realizaron diluciones 

seríadas 1 2 con caldo infusión cerebro - corazón (BHI) hasta un volumen total de 5 ml 

en tubas cor1 tapón de rosca de 18 X 150 hasta conseguir una concentración final de 

O 012S n9 I n1L 11
:-) Posteriormente a cada tubo se le adicionaron 100 µL de una 

suspensión con 60c;...: 1 Or' bacter 1as /mL de Gardnerella vagina/is ( crecida previamente 

por 24 horas. a 37° C en caldo infusión cerebro - corazón )_ Los tubos se incubaron 

duré-lnte 24 horas a 37° e a cada tubo se le determinó la prueba de viabilidad. 

adherencia y la ext~acción de DNA. 

6 4 3 DETERMINACION DE LA VIABILIDAD BACTERIANA DE Gardnero//a vagina/is. 

Después del tratamiento previo de las cepas de Gardnerella vagina/is [14018 ATCC. 

1417 (adherente) y 1501 (no adherente)] con acriflavina a diferentes concentraciones, 

se d'.eterrninó la viabilidad bacteriana como sigue: 

DesPués de las 24 horas de incubación. se tomaron de cada uno de los tubos 100 µL 

para realizar diluciones seriadas 1:10 hasta llegar a una dilución final de 10·5 
• De las 

dos últimas diluciones (10-4 y 10"5
), se tomaron 100 µL los cuales fueron depositados 

sobre cajas de Petri que contenian agar Casman con sangre humana al 5°/o. La 

., 
l 
1 

i 
_J 
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incubación de las cajAs Pelri fue de 48 horas a una lemperalura de 37° C y una 

atn1ósfera parcial de C0 7 al 5°/o. Al térn1ino del tiempo de incubación, se consideraron 

ndecuadas 1.1s placas cuando éstas no presentaron contan1inación y lns colonias 

n1ostraran I¿::- morfología colonial caracterlstica de Gardnerella v;;iginalls y con 

presencm de hemólisis. Finalmente, se contaron todas las UFC que se observaron para 

ern1t1r los resultados compnrando la cantidad del crecimiento bacteriano en UFC entre 

una cepa no tratadél y ur::i tratadA con acriflavina 

El porcentaje de viabilidad se determinó como sigue: 

º/o de viabilidad~ UFC con tratan1iento X 100 

UFC sin tratamiento 

6.4.4. ENSAYOS DE ADHERENCIA A CELULAS McCoy FIJADAS. 

Después del tratan1iento previo de las cepas de Gardnerella vagina/is 14018 (ATCC). 

1417 (adherente) y 1501 (no adherente) con acriflavina a diferentes concentraciones se 

reallzélron los ensayos dt-=? :-1dherencia 

A cadil pozo de unrt n1icroplaca de 24 pozos que contenia cubreobjetos con células 

McCoy prefijadas con n1etanol (ver apéndice): se agregaron 500 µL de caldo de cultivo 

fresco y 500 pL del célldo con crecin1ienfo bacteriano tanto de tas cepas tratadas como 

no tré=ltadns con acnflavina La n11croplaca se incubó a 37° C en atmósfera parcial de 

C0;-
0 

durante 3 horas Transcurrido el t1ernpo de incubación y en condiciones de 

estcr1lldnd se retiró el caldo de cultivo de cada pozo. Cinco lavados se realizaron con 

solución salina fosfatos pH 7 2 (ver apéndice). Posteriormente. cada laminilla se fijó con 

300 ~1L de rnE""tanol absoluto durante 10 n1inutos a ternperatura an1biente Las larniniltas 

se t11lieron con colorante de G1e111sa durante 30 minutos, retirando el exceso de 

colorante con agua corriente y cada cubreobjetos se fijó con resina a un portaobjetos 

p;1ra su analis-is. (S) 
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6 4 5 EVP.LUACION DE LOS INDICES RELATIVOS. PORCENTAJES Y PATRONES 

DE ADHERENCIA. 

·Adherencia relativa: 

Número de bact~~'l;.1s adheridas por célula, de acuerdo a los 

siguientes valores· 

(+++) 11 ó más bacterias adheridas por célula. 

(++) 6-10 bacterias adheridas por célula. 

(+) 2-5 bacterias adheridas por célula. 

(-/+) la mayoría con nienos de 2 bacterias por célula. 

(-) No adherencia. 

·Porcentaje de adherencia: 

Se define corno el nl1n1ero de células que presentan 2 o más 

bacterms adheridas de un total de cien células. 
0/o de adherencia= células con 2 o más bacterias adheridas X 100 

100 

Pr:ttrón de adherencia se define como 

Agregativo(AggA): Cuando la bacteria se adhiere a la célula 

huésped. formando agregados que cubren el borde celular. 

Difuso(OA): Cuando las bacterias se adhieren sobre toda fa 

superficie celular. 

Locatizado(LA): Donde las bacterias forman microcolonias en 

uno o varios puntos de la célula. 

TESIS ccn; 
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6.4.6. EXTRACCION DE DNA. 

La extracció,., de DNA bacteriano se realizó por 3 diferentes métodos: 

1 · Método de lisis de célLJlas blanco 

Se colocaron 150 µL de la suspensi6n bacteriana de 24 horas en un tubo de ensayo de 

13X100 y se adicionaron 150 µL de la solución de lisis para glóbulos blancos (WCLB) 

(ver apéndicP.). 

Se agitó vigorosnmente en vortex. se 111cubó la muestra durélnte una hora a 56° C con 

<lg1tación Después del t1en1po de incubación se agregó 100 µL de fenal (Merck ni 99"/o) 

y 100 µL de -:loroforr110 (Merck al 100°/n). se agitó en vortex y se centrifugó a 3000 rprn 

dur<'lnt2 1 O n11nutns Se reCUJ")eró el sohrenéldante en un tubo lm1p10 de 13X 100 y se le 

ngrcg;uon 200 µL efe clorofo!"mo (Merck al 100°/r>). se de!ó en élg1tador automatico 

rlur<'lnte 5 rnmutns y se ccntr1fu9ó a 3000 rpm durante 1 O n11nutos 

Postcr101n1e-nte se recuperó el sobrenildnnte y se ad1c1onaron 30 pl de NaCI 1 M y 1 

rnl efe etnnol élbsoluto (Merck éll 9f1~~.) Se aq1tó por mvers1ón y se centrifugó a 12000 

rpn1/ 15 20 1111nutos ;, 4" C Se desechó el sobrenéldanlc cutcJilndo de no perder la 

p0sl1lla. cnsPqlllda sP rea117ó un lilv::1cJo con 100 pL de etanol al 75 1X1, se desechó 

1r1nH?cf1;-1tél111cntc y se de1ó sccélr l<i p::1st1lla 

Lél 111uestra ·:;e 1psuspend1ó con 50-100 µL de TE (ver apéndice). Al final se incubó 

dur;:inte 5 lllllllllos él 65" e y después se almncenó a -20° e 
2 -Método etc lls1s de cólulcis blanco -+- ltsoz1111él 

El n1étodo cJe extracción de DNA en1pleando la solución de lisis de células blanco+ 

f1soz1n1él (ver élpc'!nd1ce). se realizó ba10 las condiciones anterionnente descritas, excepto 

que se en1pleo lél solución de hs1s adicionando 100 pL de lisozin1a (Sigma) al 0.02n/n 

~ -Método de fenol-cloroforn10 

Pélrn el n1étodo de fenol-cloroforn10. a 150 µL de la suspensión bacteriana, se le 

;:id1c1onó 100 pl de la solución de lisozin1a (Sigma) al 0.02°/o y se continuó la extracción 

con10 se des.::11b1ó anteriorn1ente 

r----------·------
TESIS t~cr:: 
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7. RESULTADOS. 

En la figura '"º·2 y tabla 1 se muestra el efecto de la acriflavina sobre la viabilidad de 

Gardnerella vagina/is ATCC 14018, a las concentraciones de 12.5 ng/mL y 500 ng/ml 

Parél la muestra sin tratamiento se observaron 45 X 105 UFC/rnL con una morfologla y 

hemólisis tipica de Gardnere//a vagina/is. Para los tubos con 12.5 ng/mL de acriflavina 

se obtuvieron 44 X 105 UFC/ml. Par:; lél muestra con un tratamiento de 500 ng/ml se 

observaron 43 X 105 UFC/mL 

En la figura No. 3 se observa la adherencia de la cepa de Gardnerella vagina/is 

ATCC 14018 sobre célulns McCoy. Los resultados mostraron un Indice relativo de 11 o 

n1as bacterras adheridas por célula, un patrón de adherencia agregativo (AggA) y un 

porcentaje de adherencia del 91°/o. Claramente se aprecia como las bacterias se 

éldh1eren n1n~.iva111ente sobre el borde celular 

En cuanto ni efecto de la acriflavina sobre la adherencia de Gardnere//a vagina/is a 

células McCc1y se observó que empleando una concentracón de 0.0125ng/ml hay una 

d1sminuc1ón t'!n lél adherenciél de las bacterias de Gardnere//a vagina/is a las células 

McCoy, apreciándose un Indice relativo de 6-10 bacterias adheridas por célula. un 

patrón de adherencia del tipo localizado (LA) y un porcentaje de adherencia del 20º/o 

{figura 4) 

En cuanto ;11 en1pleo de concentraciones iguales o mayores de 1.25 ng/mL de 

acnflavina se observó que el índice relativo de adherencia fue de O bacterias por célula, 

por lo tanto no rnostraron patrón de adherencia y el porcentaje de adherencia fue de Oº/o 

(l<ibla 2) 

En las tablas 3·6 se n1uestran los resultados obtenidos para cada una de las cepas 

1Jt1lizadas en función al tratan1iento con acriflavina a diferentes concentraciones. El 

tiernpo de crC'cimiento de Gardnerella vaginalis en medio BHI con y sin acriflavina fue 

de 24 horas para cada una de las cepas. Para los ensayos de adherencia se utilizaron 

célulns McCoy prefijadas con un tiempo de incubación de 3 horas a 37° C. Al realizar la 

con1parac1on entre las 2 cepas ( cepa 1417 de aislamiento clínico adherente y cepa 

1501 de aislamiento clínico no adherente) se pudo observar lo siguiente: 

lB 



Para la cepa 1417, que fue obtenida de un aislamiento clínico y que mostró capacidad 

de adherencia, se obsP.rvó que después del tré'ltamiento con é'ICriflavina la viabilidad se 

mantuvo ent·e el 100 y 97°/n hasta la concentración de 250 nglrnL de acr1flavina 

mientras que a una concentración de 500 ng/mL disminuyó la viabilidad a un 93°/n Para 

la cepa 1417 sin tr~tan1iento con acriflavina. el porcentaje de adherencia fue de 35°/o, 

indice relativo de 11 6 n1as bttcterias adheridas por célula y un patrón de adherencia de 

tipo agregativo Sin en1üc11.go cuando la cepa 1417 se trato con concentraciones de 

acriflavina ~O 0125 ng/n1L ésta perdio totaln1ente su capacidad de adherencia. 

Para la cepa 1501 que tan1bién fue de aislamiento clinico pero sin capacidad de 

adherencia el porcentaje de viabilidad después del tratan1iento con acriflavina fue ;::: al 

90°/n alJn él la concentración de 500 ng/ml. sin embargo con10 lo indican los 

antecedente~. previos. no presentó adherencia con o sin tratamiento con acriflavina 

TESIS CON ··---¡ -.-· .· ·,.ill 
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Figura 2: Efecto de la acriflavina en el crecimiento de Gardnercl/a 
vagina/is. Gardnerella vaginalis (ATCC 14018) fue incubada sin 
acriflavina (a) ó con acriflavina (b.c). a concentraciones de 12.5 ng 
(b) o 500 ng (e). 

.------------------, 
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Figura 3: Adherencia de Gardnerella vaginalis a células McCoy. 
La cepa de Gardnerelfa vaginalis (ATCC 14018) se 
incubó con células McCoy por 3 horas a 37° C. Se 
evaluó el porcentaje de adherencia. el índice de 
adherencia relativo, y el tipo de adherencia. 
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Figura 4: Efecto de la acriflavina sobre la adherencia de 
Gardnerella vagina/is a células McCoy. 
Gardnerella vaglnatis (ATCC 14018) fue incubada 
con 0.0125 ng/mL de acriflavina por 48 horas. 
Posteriormente se evaluó la capacidad de adherencia 
a células McCoy. 
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Figura 5: Efecto de la acriflavina sobre la adherencia de 
Gardnerella vaginal/s a células McCoy. 
Gardnerella vaginalis (ATCC 14018) fue incubada 
con 1.25 nglmL de acriflavina por 48 horas. 
Posteriormente se evaluó la capacidad de 
adherencia a células McCoy. 
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TABL/\ No. 1: EFECTO DE LA ACRIFLAVINA SOBRE LA VIABILIDAD DE 

Gardnerel/a vagina/is (ATCC 14018). 

1 

Concei1.tra(· cnT

9

on
1 

mdeL_)_ UFC X 10'/mL 

acnflavma n=4 
Sin <"lcr1flavtno-1 ···--··- --------45¡3----·--· 

1 
i o 0125 

'o 125 --45±·0·. 

¡ 1 25 
---· ·-·-46±·3 -----. 

¡ 12 5 

. 125 44 ±4 

250 . 44±4º - ... 

500 . ··-·43±;¡·----·· ... 

:! - dc<;Vt;tc:•ón t:-Slélndar 

n :--: nurncro de e;i.:pet1n1entos 

porcentaje de viabilidad.(%) 

n=4 
··-100--·-
··16()° 

100· 
·1aa·-· 

..... 97 ±·2··-- --

97 ±2 
97 ± 2 

--·--- ·95 ±1 .. 

F'/\.LL!b .. -n - j_)_;_ 



Tl\BLA No. 2: EFECTO DE LA ACRIFLAVINA SOBRE EL INDICE 

RELATIVO. PORCENTAJE Y PATRON DE ADHERENCIA 

DE Gardnerella vagina/is ( ATCC 14018) A CELULAS McCoy. 

[ 

-COnC8ntracfón de 

acrifla~ina: _ (ng/n1L) 

1

, Sin acrifl~v-ina 
o 0125 

i o 125 --- - -· 

! 1 25 

12 5 

125 

250 

500 

++ 

+,++ 

( .. • •) -o 11 o ni<1s baclen;is adhPndas por célula 

1 ... • l = G-1 O baclenas "ad hendas por célula 

t •) = 2-5 bncienas adheridas por célula 

( l = nusenr:1a de adherencia 

AggA = ;:igregativo 

LA. .. = locallz;¡rjo_ 

porcentaje de ----pa¡rón de----
adherencia (º/o) adherencia 

-91 ± i --AggA 
- ----- - 26 ± 3··--- - -¡:;¡¡:-- - - -

----3±1 ---LA-

o 
o 

-o 
-----------·a-
- ---·------o -- -- ---- ---- -·--- --- - ------

TESIS c1·' 
FALL/ ; _ _; ·:. 
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TABLJ\ No. 3: EFECTO DE LA ACRIFLAVINA SOBRE LA VIABILIDAD DE 

Gardnerel/a vagina/is (CEPA 1417 ). 

i 12 5 

'125 

'250 

500 

Concerí~fáciÓn -de 

± ..,.. desv1ac1on t!Slandar 

n = nurnero de p:wpenmentos. 

"29±-8"" ... 
27"±"3-- - ··--

. ·-100 __ _ 

·-- ····---27±3"" ---

. -·-. ..... 2~-±~_3 __ .. J ..... . 
97 ±"2" 
97 ± 2 

93 ±"i 

Tfj'Q-¡C r<n¡>.7 ---¡ 
~-...1_;,J l: 1._),_.: ; 

F'AL-... [)¡:;' ~- : LA ..... 



TABLA No. 4: EFECTO DE LA ACRIFLAVINA SOBRE EL INDICE 

RELATIVO, PORCENTAJE Y PATRON DE ADHERENCIA 

DE Gardnere/la vagina/:,. (CEPA 1417) A CELULAS McCoy. 

c·oncentraciónde- - -- 1ndiCe-reraüvo·-- --·--porcenta-je--de 
acriflavina (ng/111L) adherencia (º/o) 

"Siñ acriflavin.-1 

o 0125 -
i:J:125 
j 25 

12 5 

125 

250 
500 

+++ 

e-+•• l = 11 ó r11;1s bacterias adheridas por célula 

¡ + •) = 6-10 bn=tt~nas ndhendas por célula 

{ •) = ~- !:°• haclcnas ildheridLts por célula 

( - ) -= nuspnc1;:¡ de arlherenc1a 

Aq~A = <1grf"'qat vo 

35'± ,¡·· 
··-----ci 

o 
o 
·o 

·-a-· 
o 

·a· 

Pafrón cre-----
adherencia 

AggA 

27 



·,-Al3LA No. 5: EFECTO DE LA ACRIFLAVINA SOBRE LA VIABILIDAD DE 

Gardnerel/a vagina/Is ( CEPA 1501 ). 

Concenfrac1-ófi de --¡---UFC X 1 Os/mL --- POrcentaJe de viabiifdacf(tl/o) 
acnflav1na· ( ng / mL) n=4 n=4 

sin é\cnfiav1r1:1-- ------- -----3-5¡-3------ - -------1~-------

o 0125 ·-·---- -- 37±3 · 1o-o- ··- ----

0125 ----- 36±3 j 106 . 

1 25 :fo ±-3- 100 

12 5 35 ± 3 - 97· ± 2 
-- - - - ---

:~: --------~-:i=i-=-_ --~~--~-:.;-~-~~ 
!: = r1PSVl."'lClt''ll1 f~Sfélndar 

n ==- n11n1A'tO de e-.:penrnentos 

2B 



Tl•BLA No. 6: EFECTO DE LA ACRIFLAVINA SOBRE EL INDICE 

RELATIVO, PORCENTAJE Y PATRON DE ADHERENCIA 

DE Gardnerella vagina/is (CEPA 1501 ) A CELULAS McCoy. 

~
Conce-ntraC.órlde 

cr1flav1na (,g/ml) 

n canflav1na 

l
o 0125 _ 

o 125 

Indice relativo porcentaje de 

adherencia (º/o) 

Patrón de 

adherencia 
-------- ·o----------- - - . ----- ·-- ··--- -

-- ---~----- --- ---------·o----------------------~-----

- - ----------- ----¡¡---- ----- - ----
1 25 ----- - ----------------+----~o~-----1 

112.5 
---·----·------- -- --------¡¡ ----~·--·----·---

·o 

o 

1 l25 

!2so 
¡soo 

~----- ------·- -----------~------

( + + •} = 11 o n1¡:is bacterias adherid<=1s por célula 

( + +) = 6-1 O bacterias adheridas por célula 

t +) = 2-5 bacterias adheridas por célula 

( - ) = ausencia de adherencia 

TESIS C'í:T.,: 7 
1_ff~l~L . .12t: ___ -~2J 
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7 1 EFECTO DE LA ACRIFLAVINA SOBRE EL DNA DE Gardnerella vagina/is. 

Los rasullad~s obtenidos por el método fenal-cloroformo para la extracción de DNA 

genórnico y •:!xtracrornosórnico de Gardnerc//a vagina/is ATCC 14018 sin tratamiento 

con acriflavir.a se observnn en las figuras 6-8. 

En la figurri 6 se observa que los 3 métodos de extracción de DNA empleados son utiles 

para obtener el DNA sin embargo se ohserva que por el método de miniprep se obtiene 

una bandél de menor intensidad que rnuestra un tamaño molecular > 2.072 pb lo que 

podria representar un plilsn1ido. Tral3ndo de elucidar el peso molecular del DNA 

obtenido. ntH~van,ente se realizó un electroferograrna empleando n1arcadores de mayor 

tamar'io molecular En lél figura 7 por el n1ismo niétodo de n1iniprep se observa una 

bélnda de 9.-l 16 pb nprox1n1admnente y que es sin1ilar al de la figura 6, lo que podría 

representar 'Jn plé'lsn11do En fél f1gurél 8. se observa que la cepa 1417 que mostró 

capélctdad d(' adherencia sobre células McCoy presenta un fragn1ento extracromosomal 

parecido al de la cepa tipo de Gardnerella vagina/is ATCC 14018 (figura 6) En el caso 

de la cepél 1!lo1 que es unrt cepa no adherente. no se observó la presencia de material 

genético extracron1osor11al después de I;::¡ extracción del DNA por el n1étodo n1iniprep en 

con1parac1ón a lo que ocurrio con las cepas ATCC 14018 y 1417. 

En cuanto al efecto de la acriflavma sobre las cepas de Gardnerclla vaginalis se 

observó que después de lél extracción de DNA n1ediante el método de miniprep la cepa 

ATCC 14018 n1ostró 1<'1 pérdida de la banda de ONA de 9.416 pb cuando la cepa es 

trélt;ida con concentractones;;;: 12 5 ng/r11L de acriflavina. (figura 9). 
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F1~;iura 6 f:.l~clrl.lrt.:rograma del DNA total de Gardnerella vagina/is 
(ATCC 14018). Se emplearon 3 métodos de extracción de DNA. 1) 
método fenal-cloroformo; 2) método de miniprep; 3) método de lisis de 
células blanco mas lisozima. La extracción de DNA por el método de 
n1iniprep para una cepa de Gardnere/l;i vaginalis obtenida de muestra 
clinica con capacidad de adherencia (1417) se muestra en el carril 4 
En el carril 5 se observa el marcador de tamaño molecular 

e 1 



DNA 
cromosón1ico 

pb 

Figura ?· Detección del tamaño molecular del DNA genoniico y 

extracromosomico de Gardnerella vagina/is (ATCC 14018) Se 
en1plcarón 3 métodos de extracción de DNA: 1) método fe11ol-
1:loroforn10; 2) método de miniprep: 3) método de lisis con blanco n1as 
lisozirna. En el carril 4 se muestra el DNA de una cepa clinicé'I de 
Gardnerella vagina/is (1417). En el carril 5 se observa el n1arcador 
•je tamarlo molecular. 



Plásmido. _____ _ 

Figura 8: Análisis del DNA genómico y extracromosóniico de 
dos cepas de Gardnerella vagina/is. Se analizó el ONA total 
de dos cepas de Gardnerella vagina/is; una cepa clínica 1417 
y la cepa 14018 (ATCC). mediante los 3 métodos de extracción 
de DNA. carril 1,2,3) ATCC 14018; carril 4.5) cepa 1417; carril 
1.4.7) método de lisis de células blanco; carril 2,5) método de 
miniprep: carril 3) método de lisis de células blanco y lisozima; 
carril 6) DNA de células J774; carril 7) mezcla de DNA celular y 
de Gardnerella vagina/is; carril 8) marcador de tamaño 
niolecular. 

pb 

'>·llí• 



Figura g· Efecto de la acriflavina sobre el DNA 
extracron1osómico de Gardnere/la vagina/is (ATCC 14018). 
Gardnere/la vagina/is se trato con acriflavina por 48 horas con 
las siguientes concentraciones: carril 1) 0.125 ng: carril 2) 
0.0125 ng; carril 3) 125 ng; carril 4) sin tratamiento; carril 5) 250 
ng; carril 6) 500 ng; carril 7) 1.25 ng; carril 8) 12.5 ng. 
Posteriormente se extrajo el DNA por el método de miniprep 



B. DISCUSION. 

El mecanismo por el cual Gardnere/la vagina/is causa daño depende ciertan1ente de 

su habilidad para adherirse a las células epiteliales y está demostrado que esta 

habilidad depende de un factor importante en las bacterias que es la presencia de pillis 

en su superficie c~lular. Las propiedades de adhesividad de Gardnerella vagina/is han 

sido investigadas usando células epiteliales vaginales encontrando que las bFtcterias se 

adhier-en fuertemente sobre el borde celular conformando lo que desde un inicio se 

denomino como células clave< 11 También se ha ensayado sobre los factores que 

modifican la capacidad de Gardnerel/a vagina/is para adherirse y se conoce que las 

VéHlélbles qun afectr1n la Cldherencirt in vitre. son· el pH, la incubnción a 56º C por 30 

n11nutos y lél rad1<lc1ón ultravioleta. La oxidación con peryodato de las células vaginales 

c<1usrtn unil <lpreciélble reducción en la adherencia de Gardnerella vagina/is. asi como 

ICl nd1c1ón de carbot11dratos en el 111edio de cultivo no modifica la adherencia ,~, 

Aun ·~t1::-1ndo lél b1ologi.::1 c1e Gardncrcl/;; vagina/is no ha sido bien caracterizada se han 

renllze1do uw0st1nnr:1ones en donde se fin puesto de r11nnif1csto la presencia de pilhs 

(tan1b1én ll11111;lclas f1111bnas) en la superf1c1e de este rn1croorgarnsmo a través de 

técnicas con10 lé1 m1c1oscop1a electrónica 1 'º1 A pesélr de que hablen1os de un mismo 

n11c1oorgm11srno en 9énero y especie no 1n1plica que tod;ts las cepas existentes 

desé1rrollen un fenotipo éldherente, car;1cterist1ca que probablen1ente este ligada 

directan1e11te con un posible mtercarnb10 de infonnación genética entre las bacterias ya 

que se sélhe que por conjugación se puede transferir n1aterial genético (pléismidos) de 

unél bacteria a otra trilnsformando gP.notipos y fenotipos, otorgando características 

élntes inexistentes en una bacteria 

En 1 984 Jon·;on y Dav1es de1nostraron que de 8 a1slarn1entos exarninados. 3 de ellos no 

presentab<in p1lhs. tan1bién observaron que la relativa presencia de los pillis estaba 

dnectan1er1te relacionada con la frecuencia en la que se subcultivaba al 

1n1croorgnmsn10 470 ~ En este estudio se emplearon 3 cepas de Gardnerella vagina/is 

\ATCC 14013. 1417 de aislamiento cllnico y 1501 de aislamiento clínico). A estas tres 

cepas se le~• realizaron ensayos previos de adherencia obteniéndose los siguientes 

resultados ATCC 14018 es una cepa de referencia, presenta adherencia en un 91°/o 



con un patrón agregativo (AggA). La cepa 1417 de aislaniiento clinico. presenta 

adherencia en un 35°/o con un patrón agregativo ( AggA ). La cepa de aislamiento 

clínico 1501 no presenta é'1dherencia 

En el estudio de ia estructura y composición de Gardnerel/a vagina/is se hn podido 

determinar el contenido de guanina y citosina del DNA cromosoma! por el n1étodo de 

punto de fusión obteniéndose un porcentaje de 42 mol º/o. Mediante el método de 

gradientes S€ obtuvo un porcentaje ch.~
0

43 mol 0/o Los procedirn1entos parn el análisis de 

DNA cromoson1al se han fr1cilitado con el uso de endonucleasas de restricción .nsi como 

para la exp;oración de pl<1sn1idos pero en la actualidad el ONA plasmidico en 

Gardnerelln vagina/is no ha sido descubierto 114
' Tornando en cuenta que el fenotipo 

adherente esta ligado directarnente con la presencia de fimbrias y que las fin1brias son 

unél n1a111fpsfac1ón de un genot1r>o 1nd11c1cJo por plásn1idos. hipotét1can1ente se podria 

establecer I¡¡ posible cx1stc11c1él de n1atcr1¿il genético extr;icromosomal en Gardnerel/a 

vagina/is L; presencia de este n1aterml genético extracromosomal se puede poner de 

manifiesto pc•r n1ed10 de la curación d~ las bacterias de sus plásmidos Una bacteria 

puede ser curnda de sus plflsrnidos ya sea de forma espontanea o por tratamientos en 

el laboratorio tnles con10 VéH1élc1ón en las temperélturas óptimas de incubación o por 

Hgentes quilr-rcos corno In acnflavma. t
111 

En la presente investigación se hélce uso de la acnflavrna como una forma posible de 

poner de mé'rnftesto lél presencia de rnaterial genético extrélcromosomal ya que las 

ilcrid1néls se f•JéHl entre los pnres de bnses ctel DNA bloquenndo su replicación, 

existiendo ccncentracioncs de ncnflav1na que unpiden la replicación de un elen1ento 

extracron1osc,m1co s111 in1ped1r la replicación del cromosoma mismo, es decir sin 

d1frcultar la 1nult1plicac1ón de la bactenél, por lo cual se esperó que después del 

tratrun1ento con ncriflavina se observara en Gardnerel/a vaginalis una modificación en 

su patrón de adherencia 

Por e1e1nplo. en 1982 Tosh10 Hara y col observaron que en la incubación por 12 horas 

de B. subtilis con 20 µg/mL de naranja de acridina, la bacteria perdio su capacidad 

paril producir poliglutamato hasta en un 65°/o. Et poliglutamato es utilizado para la 

fern1entac1ón de alimentos. esta sustancia es una característica fenotipica 1nduc1da por 

plásmidos. ' 211 En este trabaJO se utilizaron concentraciones de acnflavina de O 0125. 



0.125, 1.25, 12.5, 125, 250, y 500 ng y se observó que la cepa de referencia ATCC 

14018 perdio su capacidad de adherencia cuando fué incubada a concentraciones::: a 

1 .25 ng de a-::riflavina_ El efecto de la acriflavina sobre una cepa de aislamiento cllnico 

(1417) mostr:> que esta perdio su capacidad de adherencia con concentraciones ::: a 

0.0125 ng. El efecto de la acriflavina sobre cepas clínicas no adherentes no provoco 

ningun cambio morfológico y/o bioqulmico. En cuanto a la viabilidad de la cepa ATCC 

14018 mostro que el empleo de una concentración de 500 ng de acriflavina solo redujo 

el 5°1t1 de la viabilidad siendo esta del 95º/o. Un resultado similar se obtuvo en la cepa 

1417 de aislnn11ento climco adtie1ente en donde se observó un porcentaje de 93°/o de 

viabilidad a la misrna concentración de acriflavina. Como se pudo observar. los 

porcentajes rle viélbilidad no indican una modificación importante aun a la máxima 

concentración de acriflavina utilizada para el estudio por lo que se puede apreciar que 

la substancia no es tóxica 

Otros estud1cis realizados sobre la curación de plásmidos empleando sales de acridina 

son los realizados con diferentes especies de Bactcroides resistentes a cloranfenicol y 

entromicina. en donde la incubación de estas bacterias con una concentración de 16 

pg/mL de acnflavina provocó la pérdida del plélsmido y la resistencia a dichos 

antibióticos Como se puede apreciar en este estudio se utilizó una mayor 

concentración del élgente químico con respecto al utilizado para esta investigación de 

Gardnerella vagina/is Con10 se sabe la resistencia a los antibióticos es información 

genética mechada por plé'lsmidos y que se traduce en los fenotipos de las bacterias que 

lct presentan Recientemente en E.U se han observado cepas de Gardnerella 

vagina/is con resistencia a la tetraciclina. Se ha evaluado la actividad de la tetraciclina 

con 36 distintos aislamientos clínicos de Gardnerella vagina/is utilizando 16 mg/L y se 

ob5ervó que 7 de los aislados (19n/o) presentaron una resistencia de 51 a 78º/o a la 

tetr<'lc1clina •:·-ii En 1997 R Huang y colaboradores 174 > observaron que el determinante 

tet(Ml es el responsable de la resistencia de Gardnerella vagina/is a la tetraciclina. El 

gen esta loc;"Jlizado en el cromosoma y esta asociado con transposones conjugativos 

ciue son segrnentos de material genético el cual puede cambiar de posición dentro del 

rnisn10 cromoson1a bacteriano e incluso combinarse con otros cromosomas y ser 

responsables de manifestaciones fenotipicas en las bacterias. Se exan1inaron las 

i:-' · .. .J 
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secuencias n:.Jcleotidicas del gen tet(M) en 5 aislan1ientos de Gardnerella vagina/is 

que presentaron resistencia a la tetraciclinA y se compararon con otras secuencias 

descritas de tet(M). Entre los 5 aislamientos. 4 de ellos tentan secuencias idénticas. El 

tamaño tenla varinciones entre 4.7 kbp y 10 kbp. Las secuencias fueron comparadas 

con secuenciRS de Ureaplasma urealyticum. Staphy/ococcus aureus y Neisseria 

gonorrhooae conch:~:~nrio qu::::? !:1 secuencia del gen de tet(M) de Gardnerella 

vagina/is nu prescnf<-t Identidad con n:;.\s secuencias publicadas de tet(M). 

Neisseria gonorrhoeae presenta un alto nivel de resistencia a la tetraciclina y esta 

asociado con In presencia de un plásmido de tamaño aproximado de 25.2 kbp el cual 

acarrea el ctetern1inélnle tet(M) cn•1 

La secuencia del nlfts1n1do de Lactobacillus plantarun1 5057 pMD5057 también se ha 

cornpletado para la resistencia a la tetraciclina el cual tiene 10.877 pares de bases. 

Tiene una nlf<l homología con las secuencias de C/ostridium perlringens y 

Staphylococt:us aureus. t:>r.i De estas investigaciones se podría pensar que el 

fenotipo de resistencia a los antibióticos de las bacterias es generaln1ente una 

mnn1festac1ón de rnaterial genético extracron1osornal al igual que la presencia de 

fin1brias. sin e·n1bargo no es asi ya que se ha demostrado que el gen de la resistencia a 

los ~u1tibiól1cos en Gardnerclla vagina/is se encuentra localizado en su cromosoma por 

lo que prirte de esta investigación reside en demostrar s1 el fenotipo ridherente de 

Gardnerella vagina/is es consecuencia de material genético extracron1osor11al o no. 

Aun cuando Gardnerel/a vagina/is presenta resistencia a antibióticos, y ésta 

inforrnación no se encuentra distribuida en plélsn1idos sino en el cron1osoma de la 

hnctP.ria. lo antenor es un e1en1nlo n1as de la actividad de la acriflrtvina lo que representa 

un élntecedente para dar solidez a nuestros postulados Al incluir una cepa de 

Gardnerella vagina/is no adherente ( 1501 ) se hizo con la finalidad de establecer las 

posibles modificaciones que la acriflavina pudiera causar. ya que al no presentar 

adherencia podria ser posible que la criflavina ejerciera acción sobre ta bacteria a 

cualquier otro nivel y no llnican1ente sobre la base del fenotipo adherente, de lo cual se 

pudo obserVétr lo siguiente: la cepa 1501 no presento ninguna modificación en sus 

caracteristi~as morfológicas y/o bioquimicas descartando la posibilidad de que la acción 

de la acriflavi11a se pudiera deber a un posible efecto tóxico 



Al comparar ros fesultados obtenidos de las extracciones de DNA para ATCC 14018 y 

la cepa 1417. en ambas se observó la presencia de un fragmento de material genético 

extracromosomal que mediante la técnica de miniprep se observó que mostraba un 

tan1ar"'o molecular de 9,416 pb mientras que para la cepa 1501, no se observó dicho 

elemento extracromosomal. 

Por otro ladc-. el análisis electroforético del DNA de bacterias tratadas con acriflavina 

obtenido de las cepas 14018 y 1417 demostró que perdieron el material genético 

extracromosc.imal cuando se emplearon las concentraciones de acriflavina mayores a 

1.25 ng/mL l ... :i perdida de este fragmento extracrornosómico podria ser et responsable 

de la perdidét de adherencia que muestra la cepa 14018 y 1417 cuando son tratadas 

con concentr~ciones de acrifalvina =::a 0.0125 ng/ml. 

;< ~1:-I .... \ 
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9. CONCLUSIONES. 

1) La virlb:lidad de Garan~re/la vüginalis se mentiene al 95º/o cuando se incuba con 

acriflav•na a lrls concentraciones de 0.0125·500 ng/mL. 

2) La adherencia de Gardnerella vagina/is se pierde cuando es tratada con 0.0125 

ng/n1L de acriflilvina. 

3) Gardnt:rella vagina/is muestra un DNA extracromosomal de 9,416 pb. 

4) El fragr.iento de DNA extracromosomal de Gardnerella vagina/is se elimina 

después del tratamiento con 1.25 ng/ml de acriflavina. 



Apéndice 1 

10. l\/ledios oe cultivo. 

·sASE DE AGAR CASJ'vj;.¡J (BIOXON) SANGRE HUMANA. 

Fórmula para cada 1000 mL en agua destilada. 

Extracto de lnvadura 

Peptona de caselna 

Peptona de c.arne 

Extracto de carne 

Nrcotinamida 

Acido p-a1ninobenzoico 

Dextrosa 

Alr111dón de n1aiz 

Cloruro de sodio 

Agar 

3.5g 

11.3g 

5.0g 

3.0g 

0.05g 

0,05g 

0.50g 

1.0g 

5.0g 

13.5g 

PREPARACION : suspender 43 g del polvo en un litro de agua destilada. 

Mezclar perfectamente. calentar con agitación frecuentemente y hervir durante un 

ni11~1to hasta disolución completa; esterilizar en autoclave a 121º C por 15 minutos. 

Enfriar a 45-50º C, agregar 5°/o de sangre hun1ana desfibrinada en condiciones de 

esterilidad y envasar en cajas de Petri estériles. Debe hacerse prueba de esterilidad 

incubando a 37º C durante 24 horas antes de usarse este medio y determinar su 

funcionalidad con cultivo de microorganismos típicos. 

TESIS C0''-:' 
FALLJi L•c: 
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CALDO DE INFUSION CEREBRO-CORAZON (BHI) ENRIQUECIDO CON 10% DE 

SUERO FETAL DE TERNERA. 

Fónnula para 1000 mL eri agua destilada. 

Infusión de~ohidratada de cerebro y corazón de ternera. 

Proleosa pe•ptona 

17.Sg 

10.0g 

2.0g 

5.0g 

2.Sg 

Dextrosa 

Cloruro de sodio 

Fosfato d1sod1co 

PREPARACION: disolver el rnedio deshidratado y envasar 5 mL de este en tubos con 

tapón de rosca de 13 X 100 mrn y esterilizar en autoclave a 121º C por 15 minutos. 

De1ar enfriar a temperatura ambiente y agregar 500 µI de suero a cada tubo o en-su 

caso n1edio de enriquecin11ento requerido. 

Debe hacerse prueba de esterilidad incubando a 37° C durante 24 horas antes de 

usarse 

TESIS C0-~J 
L'-:.L'J .'...'!.~C. .:_ ~"1::N 

·--- ---- - ----· 



Apéndice 11 

11.PRUEBAS BIOOUIMICAS DE IDENTIFICACION. 

PRUEBA DE LA CATALASA: 

La catalasa e:> una enzima que descompone el peróxido de hidrógeno en oxigeno y 

agua 

Se realiza cuando se coloca una porción de una colonia perfectamente aislada de un 

cultivo de 18-24 horas (excepto de colonias de agar sangre) en un portaobjetos y se le 

arla de 2 gotas de peróxido de hidrógeno al 10°/o (importante no invertir el orden de 

aplicación ya que pueden dar resultados falsos positivos. 

INTERPRETACION: 

+Positiva: Formación inmediata de burbujas visibles. 

+Negativa: No hay formación de burbujas. 

•Nota: No realizar la prueba en cultivos de más de 24 horas ya que la enzima sólo está 

presente en cultivos viables. 



PRUEBA DE OXIDASA · 

Est~ l:oasada en la producción bacteriana de la enzima oxidasa. ésta reacción se debe a 

la presencia de un sistema citucromo-oxidilsa que activa la oxidación del citocron10 

reducido por ·~I o..:igeno molecular. el que a su vez actlla como r.ceptor de electrones en 

la etapa term:nal del siste1fla de transferencia de electrones 

La prueba de oxidasa utiliza cie:rtos reactivos colorantes. como el diclorhidrato de p

fenilendian1in:o1. que actlla corno receptcr artificial de electrones sustituyendo al oxigeno, 

la p-fen1lendi3n1ina. es incolora en estado reducido pero en presencia de cilocromo 

oxidasa y oxi9eno atmosférico se oxida formando azul de indofenol. 

TECNICA· 

Se realiza co:ocando una asada de la colonia sospechosa depositándola sobre papel 

filtro que praviarnente se agregó una gota de reactivo de diclorhidrato de p

fen1lend1an11na 

INTEí~PRET/\CION: 

+Po-.;.1f1va las coloniag con actividad citocromo oxidasa desarrollan en segundos un 

intenso color .:1zul en el sitio de inoculación. 

+Negativa: no hay desarrollo de color en el sitio de inoculación. Para esta prueba no se 

debe emplear alambre de acero inoxidable, dado que puede producir reacciones falsas 

positivas 

TESIS CON 
~,,·','"'EN 

~-- ~---::_...... ~ ..... ..r 



HODROLISIS DEL HIPURATO: 

Los microorganismos que poseen la enzima hipuricaza, las cuales hidrolizan el hipurato 

de sodio fonnando benzoato de sodio y glicina. Para el revelado de la prueba se 

emplea react•vo de ninhidrina, el cual reacciona con la glicina liberando grupos NH3 y 

CO;- los cuales reaccionan con la ninhidrina residual formando un compuesto de color 

azul púrpura. 

PROCEDIMIENTO: 

En tubo serc..lógico agregar 0.5 rnL de solución de hipurato de sodio al 1°/o en agua 

destilada. y ~e coloca una asada de un cultivo puro de Gardnerella vagina/is y se 

incuba a 37° e durante 2 horas. 

Agregar 0.2 rnL de ninhidrina de sodio al 3.5 °/o y volver a incubar durante 30 minutos. 

INTERPRETACION: 

+Positiva: Desarrollo de coloración púrpura. 

+Negativa: Sin cambio de color. 

TESIS C01'J 
FALL!::. DE ORlQEN 



•UTILIZACION DE CARBOHIDRATOS: 

El medio base de agar semisólido·Cistina-Digerido (CTA) con 1°/o de hidratos de 

carbono se usa fundamentalmente para la detección del ácido producido por 

microorganisrnos ferrnentndores. 

Fórmula para cada 1000 mL en agua destilada. 

L-Cistina 

Peptona de caseína 

Agar 

Cloruro de scdio 

Rojo de fenal 

Sulfito de sodio 

PREPARACION. 

0.50g 

20.0g 

2.Sg 

5.0g 

0.017g 

0.Sg 

Suspender 28.5 g de polvo deshidratado en un litro de agua destilada. si se desea. 

agn;gar de 0.5 al 1°/o de carbohidratos para pruebas especificas de fermentación. 

Hornogeneiznr y calentar a ebullición durante 1 minuto, trasvasar a tubos con tapón de 

rosca y esterilizar en autoclave a 115-118° C durante 15 minutos, o en su caso 

preparar soluciones al 20°/o (p/v) del o los carbohidratos a usar, pesando 0.5 g del 

mismo y suspendiéndolo en 2.5 mL de agua. 

~------·----- -



Dejar enfriar a 45-50° C el medio estéril y agregar a cada matraz en condiciones de 

esterilidad la solución de carbohidratos correspondiente, la cual se ha esterilizado 

previan1ente ::>or filtración de membrana de 0.45 micras de poro, suplementando este 

con 0.5°/o de o;uero fetal de ternera. 

Agitar y pasar 5 ml a ii;t.os de 13X100 mm de tapón de rosca estériles, rotular los 

tubos con el carbohidrato correspondiente, Una vez a temperatura ambiente se incuban 

a 37° C por 24 horas. para comprobar su esterilidad. 

Los medios CTA se siembran con un asa recta hasta profundidad con inóculo denso de 

la bacteria se incuban a 37° C por 24 horas: Sin embargo algunas cepas pueden 

necesitar de 24 a 72 horas para producir el ácido suficiente como para hacer el vire del 

indicador. 

Cepa almidón rafinosa glucosa maltosa sacarosa 

Gardnerella vagina/is + + + + + 
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PHEPARACION DE CELULAS EN MICROPLACA DE 24 POZOS. 

De botellas de cultivos celulares con una confluencia entre 70 a 80 °/n con 24 floras de 

incubación a 37° C en atmósfera del 5°/o de C02. se procedio a elin1inar el medio de 

cadél botella 1:>or la cnr;1 opuesta a la monocapa celular. Posteriormente se adicionó 1.5 

n1L d2 solución de tnpsina-verse.-.v (tripsina al 0.025°/o en verseno al 0.05°/o), la cual se 

dejó actu<lr sobre la rnonocapa celular por 5-10 segundos. se eliminó y se dejó actuar la 

solución rP.sictual e1 un tiempo aproximado de 5 rninutos a 37° C facilitando de este modo 

la disgregnc1on celulnr 

Postenorn1ente se fP.ílllZéln de 2 a 3 go!pes en un costado de la botella de cultivo para 

lograr el desprc:-nd11111ento de la capél celular de su soporte. posteriormente se 

resuspencl1er Jn en n1ed10 MEM sin ant1biót1co adicionado con 10%• de suero fetal de 

ternera P<Hél fzivorecer el crec1n11ento 500 pL de la suspensión celulélr fueron 

depos1téldos -~11 1111croplé1cns de 24 pozos que contenían prevm111ente cubreob1etos de 

12 r11n1 ele d·é'in1etro Las 1111croplacas se incubaron a 37° C por 24 horas PFtsado el 

tmrnpo de 1nr:L1hnc1on. el sobrenadante se eluninó y posteriormente 300 µL de n1etanol 

nbsoluto fueron depositados L;:J n11croplaca se incubó a ternperélturn an1biente por 15 

minutos Pos1cr101111ente se elirninó el metanol y la rnicroplaca se ahnélcenó él menos 

20" C hnstn el rnornento de su uso 
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SOLUCION DE LISIS PARA GLOBULOS BLANCOS (WCLB). 

PARA PREPARAR 100 mL. 

Tris base pH= 7.6 

EDTA pH= 8.0 

NaCI 

sos 
Proteinasa K 

-----------------------------1 OmM 
------------------------------1 OmM 
------------------------------50mM 
-----------------------------0, 2°/o 

------------------------------200 µg/mL 

Para preparar la solución WCLB + lísozima. adicionar ademas 200 µg lmL de lisozima. 

Filtrar en n1ernbrana millipore de 0.22 µm. 

SOLUCION DE TBE 10X 

·rris base ------------------------------324 g 

EDTA ------------------------------1 g 

Ac Bórico ------------------------------100 g 

H:-0 estéril. ajustar el pH de 8.0-8.8 aforando a 2 litros (disolver con calor). 

- ... -;.. ... \~~ 1 
~~· \ \ l .... , 1_ • 

,- ' ·., (1: r:r'\\} \ 
' '---- __ · '_"_:__, 

--------



SOLUCIONES Y COLORANTES 

·soLUCION SALINA FOSFATOS pH 7.2 (PBS) 

Cloruro de sodio 

Fosfato dibásico de pot&~i".' 

Fosfato bé'lsico de sodio 12 H20 

Cloruro de pe-tasio 

Agua dest1léloa 

8.0g 

0.2g 

2.9g 

0.2g 

1000 mL 

Pesélr las c;1ntidades indicadas anteriormente y disolver en pequeñas ºporciones de 

8gL1<1 destilrlda hasta dilución total: si es requerida ajustar pH a 7.2 con solución de HCI 

O 01 M o en ~u caso NaOH 0.01 M. 

ºCOLORANTE DE GIEMSA. 

r- orn1ula pelra 100 mL en solución 1: 1 metanol·glicerol. 

E os in a 

Azur 11 

Metano! 

Glicerol 

3.0g 

0.80g 

50mL 

50mL 

Dts<?,lver colorantes en metanol y posteriormente agregar glicerol. mezclando 

uniforn1emente y dejando reposar~ la _ob~curida_d hasta maduración. 

TECNICA: 

Se fija el extE~ndido celular con metano! durante 3 a 5 minutos. posteriormente se cubre 

con solución de Giemsa. dejando actuar de 20 a 30 minutos. y posteriormente se lava el 

preparado con agua corriente y se deja secar en posición vertical. 

~;~C(!''"' :-'("°'.',~ \ 

~h i..Jr, 1JK.\\.;úl'~ 1 
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