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RESUMEN

Gardnerella vaginalis es considerado como el patogeno mas importante en el
desanrollo de la vaginosis bacterinna, sus mecanismos de patogenicidad son la
presencia de fimbrias que estan involucradas en la adherencia a células epiteliales La
expresion de fimbrias en diversas bacterias generalmente es mediada por material
genetico extracromosoimal. sin embargo en Gardnerella vaginalis aun no se han hecho
estudios para determinar cual es el origen genético de estas. un metodo para inhibir 1a
expresion de ias fimbrias es mediante el uso de acriflavina por lo que el objetivo de esta
investigacion fue determinar el efecto de la acriflavina sobre la adherencia de
Gardnerella vaginalis a celulas McCoy. Se emplearon tres cepas de Gardnerella
vaginalis 14018 (ATCC) v 1417 de (aislamiento clinico) ambas adherentes a celulas
McCoy vy 1a 1051 (de aislamiento clinico) no adherente a celulas McCoy Las tres cepas
s ncubaron en medio liquido BHI adicionado o no de acriflavina a concentraciones de
500.260.125.12.5.1 250125 y 0 0125 ng/mL, después de 24 horas de incubacion a 37
C en atmostfera de CO; al 5%, a cada tubo se le realizo cuenta viable a las diluciones
10710 v 107 Despues de 48 horas de incubacion, se realizaron los ensayos de
adherencia en celulas McCoy asi como la extraccion de DNA para la busqueda de
fragmentos extracromosomales Los resultados mostraron que las diferentes
concenttaciones de acsiflavina empleadas no fueron toxicas para las cepas 14018, 1417
y 1061 de Gardnerella vaginalis ya que el porcentaje de viabilidad observado paia la
mayor conc2ntracion (500 ng) de acriflavina fue de 95%.93% y 94% respectivamente
En las prucbas de adherencia se observo que la cepa ATCC 14018 pierde su
capacidaa de adherencia cuandoe es tratada con concentraciones 2 1.25 ng de
acttlavina i concentraciones de 0.0125 ng y 0.125 ng el indice relativo de adherencia
fue de 6 A 10 (++) y 2 a 5 (+) bacterias por célula respectivamente, y el patton de
adherencia -ue de agregativo a localizado. En la cepa 1417 se observo que la pérdida
de adherencia fue desde la concentracion de 0.0125 ng de acriflavina. La cepa 1501 no
modiicd sus caracteristicas de no adherencia. En cuanto a la deteccion de DNA

extraciomosomico se observo la presencia de una banda con tamarno molecular de




9. 416 kb para las cepas adherentes no tratadas con acriflavina, sin embargo después
del tratamienrto con acriflavina se demostrd que existe una relacic’:ﬁ inversamente
proporcional entre la concentracion de acriftavina y la presencia de DNA
extracromoscmal ya que a mayor concentracion de acriflavina desaparece esta banda
por lo que posiblemente la falta en la capacidad de adherencia es debido a la
eliminacion d= este DNA extracromosomico. En conclusion. la acriflavina logré inhibir la
adherencia de Gardnerella vaginalis y esto puede ser debido a la perdida de la
expresion del plasmido ya que este colorante se intercala en el material genético

extracromosomal.
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1. INTRODUCCION.

La vaginosis bacteriana es la infeccidn mas comun del tracto genitourinario en mujeres
que son atendidas en las clinicas de consultas ginecoldgicas en diferentes paises. La
condicidon es caracterizada por profusas y malolientes descargas vaginales. Este
sindrome puede ser lo mas importante en las infecciones vaginales asociado a las
mismas. La vaginosis bacteriana presenta una microbiologia compleja. ya que la
poblacion de lactobacilos es desplazada vy reemplazada por un grupo polimicrobiano
de organismos en el cual se incluye a Gardnerella vaginalis. Prevotella vivia.
Prevotella disiens, Peptostreptococcus, Mycoplasma hominis, Ureaplasma
urealyticum y con frecuencia las especies del! género Mobiluncus. En esta
patologia se- ha observado que el microorganismo mas importante es Gardnerella
vaginalis asi como de anaerobios. ocasionando un desbalance en la microflora normal
de la misma con la consecuente desaparicion de la flora lactobacilar. "

La flora bacteriana de la vagina esta conformada predominantemente por lactobacilos
productores de peroxido de hidrégeno. los cuales generan grandes cantidades de
"acido lactico”™. por constguiente el pH normal de la vagina se encuentra entre 3.5-4.5,
excepto en 2l pernodo menstrual Esto permite que haya un balance adecuado de la
flora existente, pues se inhibe el desarrolio de bacterias catalasa negativas como
Gardnerella vaginalis.

Al existr una vanacion del pH, parece haber un decremento de los efectos restrictivos
de la floia normal. ya que ésta disminuye notablemente la presencia de Laclobacillus .
lo cual pernute la prohferacion masiva de anaerobios y de Gardnerella vaginalis ™’

En la vaginosis bacteriana hay liberacion de aminas debido a la descarboxilacion de los
aminoacidos presentes en el medio, lo cual le confiere al fluido vaginal un olor a
pescado Ademas existe una exfoliacion de las células epiteliales de la vagina debida a
la accién citotoxica de las poliaminas bacterianas de los acidos organicos presentes en
la vaginosis bacteriana La observacion microscopica de estas células muestra que
Gardnerella vaginalis se adhiere avidamente a las células exfoliadas en un pH

alcalino: a estas células se les denomina células guia.



Se ha demostrado que Gardnerella vaginalis es capaz de adherirse a células
uretrales ferneninas y masculinas, lo cual puede ser un mecanismo de patogenicidad

para esta bacteria.

2. MARCO TEORICO.
2.1. EPIDEMIOLOGIA.

La incidencia de la vaginosis bacteriana varia de acuerdo a los diferentes estudios que
se han realizado. En la poblacién asintomatica la prevalencia es de 4%. Sin embargo
otros estudios han reportado que es del 30 al 45% en mujeres en edad reproductiva. En
mujeres con enfermedades de transmision sexual son del 33 al 64%. En casos
obstétricos ( prenatales ) es del 10 al 26% y en las clinicas de planificaciéon familiar es
del 23 al 29%%.

De acuerdo a los estudios hechos por algunos investigadores en México, la vaginosis
bacteriana junto con la candidiasis genital son las causas mas comunes de infeccién
cervicovaginal, independientemente de los habitos y costumbres sexuales de las
pacientes. de tal forma que se encuentra entre un 17 y 30% predominando
discretamente en las mujeres embarazadas.

La vagmosis bacteriana a pesar de ser un padecimiento infeccioso. transmisible
sexualmente no esta dentro de las enfermedades que se reportan en la Direccion
General de Epidemiologia, por lo que la frecuencia real del padecimiento en la

Republica Mexicana se desconoce. 'V

2 2. CARACTERISTICAS MICROBIOLOGICAS.

Gardnerella vaginaiis es un microorganismo pleomérfico, inmévil. gram-variable que
no posee endosporas. El crecimiento del pequefio cocobacilo se puede observar en
agar sangre a las 48 horas. Sus dimensiones varian de 0.4 hasta 1.5 micras, aunque

e |




algunas pueden medir de 2 a 3 micras. Gardnerella vaginalis es beta-hemolitico en
medio que contiene sangre humana o de conejo creciendo a 37°C en presencia de COz
al 5%, las cclonias se pueden observar redondas, brillantes y lisas semejando a gotas
de rocio. Las caracteristicas mas evaluadas son: la presencia de alfa-glucosidasa.
ausencia de beta-glucosidasa, hidrolisis del almidon |, hipurato, rafinosa. glucosa.
maltosa., y sacarosa. son oxidasa . catalasa y manitol negativo y en los cullivos
icisn al colocar discos con 50 ug de metronidazol, 5 yg de

presenta zonas de inh
trimetroprim o 10% de bilis. La pared celular tiene una membrana externa que consiste
de lipopolisacaridos. proteinas y fosfolipidos. Su membrana contiene una delgada capa
de péptidoglicano

La capa polisacaridica participa en la adherencia de Gardnerella vaginalis a células
epiteliales de la vagma. También se sugiere que este compuesto interviene en la forma
de agrupars2 del microorganismo en cultivos en caldo. Presenta fimbrias de un
diametro entre 3-7 5 nm y una toxina citolitica extracelular que actua sobre los
entrocitos humanos. leucocitos polimorfonucleares y células endoteliales o

La adhesion a las células epiteliales urogenitales le permite a Gardnerella vaginalis su
colonizacion, ya que minimiza el contacto de la bacteria con enzimas extracelulares y
anticuerpos locales. ademas reduce la oportunidad de ser eliminada a travez del fluido
vaginal o la orina Se sabe que la adhesion se lleva a cabo a través de la capa fibrilar de
ia pared cetlular bacteriana y la membrana celular, y que las variables que influyen en 1a
capacidad de adherencia son el pH. la temperatura de incubacion, la exposicion a
radiacion ultravioléta y el tratamiento con sustancias como peryodato de sodio,
azucares y antibioticos. ‘™

La adherenc:a mediada por fimbrias esta dada por la presencia de DNA plasmidico.
como por ejemplo 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 diferentes patrones de adherencia tales como: el agregative (AggA), el
localizado(lL.A) y el difuso(DA).
Aunque en general es adecuado decir que el genomio de los procariotes consta de un
solo cromosoma, muchas bacterias poseen uno o varios elementos genéticos
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accesorios extracromosomicos encontrandose entre ellos los transposones y los




plasmidos'”’ Actualmente se desconoce si existe material genético extracromosomal en
Gardnerella vaginalis, y ademas no se conoce Ia localizaciéon de los genes que median
la informacion asociada a la expresion de adherencia. por lo que es importante conocer
los genes involucrados en la adherencia asi como la existencia de DNA
extracromosomal. Como se sabe existen dos grandes tipos de variabilidad microbiana,
una es la variacion fenotipica que afecta al conjunto de la poblacion. no es hereditaria y
es inducida por agentes extrinsecos originada como resultado de una mutaciéon
cromosomica, pero por otra parte, existen en las bacterias unos elementos
extracromosomicos portadores de una informacion {episomas, plasmidos,
transposones) capaces de ser transferidos de una bacteria a otra y que se pueden
traducir como una manifestacion fenotipica provocando variabilidad microbiana.
Actualmente se conoce que la mayoria de las bacterias que presentan fimbrias en su
superficie son originalmente el resultado de interacciones genéticas entre materiales

cromosomicos y extracromosomicos.

2.3. ELEMENTOS EXTRACROMOSOMICOS.

Los elementos genéticos extracromosomicos muestran capacidad de replicacion
autdnoma { es decir. constituyen replicones propios ). Tordos los plasmidos bacterianos
estudiados son de DNA de cadena doble. La inmensa mayoria son circulares cerrados
covalentemente y superenrollados. Algunos poseen la capacidad de integrarse
reversiblemente en el cromosoma bacteriano: en esta situacién se replican junto con el
cromaosoma ( bajo el control de éste ), y reciben el nombre de episomas

En cuanto al tamano, existe una amplia gama de plasmidos: desde plasmidos muy
pequeros ( de unas 2 kb ) hasta plasmidos muy grandes ( 500 kb como el de
Pseudomonas ). Incluso existen “megaplasmidos” en ciertos Rhizobium que llegan a
tener 1600 kb. Cada tipo de plasmido tiene un numero medio de copias por célula
caracteristico. Por regla general, los grandes plasmidos tienen una o dos copias por
célula ( muestran un control estricto de la replicacion ), mientras que los pequefos




suelen estar presentes como varias copias (> 10), denominandose plasmidos de control
relajado. "

Los plasmidcs conjugativos ( autotransmisibles ) son aquellos que se transfieren entre
cepas por medio de fenémenos de conjugaciéon. Algunos de estos plasmidos no sélo se
transfieren entre cepas de la misma especie, sino que son capaces de hacerlo entre
diversas especies de bacterias recibiendo el muy apropiado nombre de plasmidos
promiscuos o de amplio espectro de hospederos. Esto permite la transferencia
horizontal de informacion genética entre grupos bacterianos filogenéticamente alejados.
Los plasmidos no conjugativos carecen de la propiedad de conjugacion. Dentro de esta
categoria ex'ste un subgrupo, el de las plasmidos movilizables que son aquellos no
autotransmisibles. que pueden ser transferidos por la accidon de un plasmido conjugativo

coexistente en la misma bacteria. '

2.4 ELEMEMNTOS GENETICOS TRANSPONIBLES.

Los elementos genéticos transponibles son segmentos de DNA que son capaces de
insertarse ( Mas o menos al azar ) en otros segmentos de DNA. Tales elementos
genéticos parecen ser omnipresentes en la naturaleza y no sdlo se han encontrado en
bacterias y arquibacterias, sino también en eucariontes tales como levaduras, drosofila,
nematodos. ptantas ( maiz ) y células de mamiferos

En Ias bactenas se conocen tres clases de elementos transponibles:

1 -Secuencias de nsercidn (S, que son fragmentos relativamente cortos de DNA (600-
2000 pares de bases) que codifican solamente una funcién necesaria para que la Si
cambie de lugar de insercion ( transposicion ).

2 -Transposones, aue son fragmentos de DNA algo mayores (2500-40 000 pares de
bases) que no solamente codifican una funcidén de transposicion, sino también otras
funciones coMmo resistencia a productos quimicos, produccion de bacteriocinas,
capacidad nietabodlica concreta. etc. Entre los transposones se incluye el Tn5, que

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




3.-Bacteriofagos, que son capaces de integrarse esencialmente al azar en el genoma
del hospedero.

Los segmentos transponibles son entidades genéticas discretas que forman parte de
cromosomas y de plasmidos, capaces de moverse de un lugar a otro del genomio
(pasando a otros lugares del replicon original, o a otros replicones presentes en la
misma bacteria). Existen varias clases de mecanismos de transposicidon, pero muchas
de ellas suponen la simultanea replicacion del elemento, de modo qua queda una copia
en el sitio original asi como en i nueva localizacion. Estos elementos no son
replicones. €s decir. no poseen la capacidad de replicacion autobnoma, sino que son
partes integrantes de los genomios de muchas bacterias, confiriendo plasticidad
geneética sobre los que pueden actuar mecanismos evolutivos.

Recientemernte se ha descrito una nueva clase de elementos transponibles que poseen
la capacidad de trasladarse desde el cromosoma de una bacteria al de otra sin formar
parte de un plasmido o bacteridfago. estos se denominan transposones “conjugativos” y
se han encontrado en microorganismos grampositivos aerobios y anaerobios La
transposicior usualmente da como resultado la replicacion localizada del elemento a
partir de ia secuencia de DNA original dadora y también la insercion de una copia del

eiemento en la secuencia de DNA receptora. ''?

2 5 CARACTERISTICAS FENOTIPICAS INDUCIDAS POR PLASMIDOS

Los plasmidos no suelen ser indispensables para la viabilidad de la bacteria y muchos
de ellos se pierden en ausencia de una presion selectiva. Los plasmidos no suelen
determinar productos esenciales para el crecimiento ( por eso no son dispensables ),
pero en la naturaleza, los plasmidos proporcionan ventajas selectivas en determinados
ambientes o en determinadas condiciones. ''" las cuales se expresan fenotipicamente;
tales como

1 -Resistencia a antibioticos.

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

3 - Produccitn de toxinas, factores de penetracion en tejidos, adherencia a tejidos del

hospedero, etc.




4. -Produccion de bacteriocinas ( toxinas con actividad antibacteriana ).

5.-Produccion de sideroforos (quelatos para secuestrar iones Fe®).

G -Produccidn de enzimas que degradan determinados azucares.

7 -Produccion de enzimas que degradan hidrocarburos incluyendo algunos ciclicos
recalcitrantes ( degradacion de tolueno. xileno. alcanfor. etc ).

8 -inductores de tumores en plantas (plasmidos Ti de Agrobacterium tumefaciens).

9 -Interacciones simbiodticas y fijacion de nitréogeno en ciertos Rhizobium. \'?

26 TECNICAS PARA LA ELIMINACION DE PLASMIDOS.

Una bacteria puede ser "curada” de su(s) plasmido(s). es decir, se le puede eliminar, ya
sea de forma espontanea o por una serie de tratamientos en el laboratorio tales como:
vanacion en las temperaturas optimas de incubacidn. por agentes quimicos como la
acnflavina. ( que se inserta entre las bases de DNA) o por pases continuos en medios
enrnquecidos  Los mecatismos por los que se lleva esta curacion de los plasmidos es
que estos tratanentos interfieren con su replicacion sin afectar la replicacion del
cromosoma, esto hace que en sucesivas divisiones de una bacteria el plasmido se vaya

“diluyendo” en 1a poblacion resultante. ¢'¥

27 INTERACCION DE LA ACRIFLAVINA CON EL MATERIAL GENETICO

Los colorantes con acridina son der.ominadas como “flavinas” debido a su color
amarillo, ejercen un efecto bactericida y bacteriostatico sobre un gran nimero de
organismos. Entre los compuestos de uso clinico se hallan la proflavina y la acriflavina,
que han sido utihzadas en la anlisepsia de heridas.

Los colorantes con acridina interfieren con la sintesis de acidos nucleicos y proteinas en
celulas de mamiferos y bacterias. Son moléculas heterociclicas planares que
interactuan con el DNA helicoidal de doble cadena por intercalacion originando

mutaciones por corrimiento del sistema de lectura (fig.1). Debido a su estructura




hidrofoba plana. la acridina se inserta entre 2 bases sucesivas en el DNA separandolas
fisicamente.

Cuando se duplica una hebra, se inserta una base extra en la cadena complementaria
opuesta a la droga intercalada. Cuando se duplica la ultima cadena la nueva cadena
también contiene una base extra. Las sales de acridina ( acriflavina ) tienen por lo tanto
la propiedad de suprimir los factores extracromosémicos.

Figura 1: Molécula de acriflavina que se intercala entre los pares de bases del DNA.




3. PLANTFAMIENTO DEL PROBLEMA.

Gardnerella vaginalis es un microorganismo que tiene la capacidad de adherirse a
ceélulas epiteliales. factor importante de virulencia que utiliza la bacteria para causar
dano y mani‘estar las caracteristicas propias de las infecciones que promueve. Esta
adherencia pudiese ser dada por la presencia de plasmidos o material genético
extracromosdmico. El tratamiento de esta bacteria con acriflavina., podria curar a la
bacteria del plasmido por lo que ésta perderia su capacidad de adherencia. Al
desconocer Ila existencia de material genético extracromosdomico. se ignora la
procedencia de los genes que manifiestan el fenotipo adherente. pieza importante para
entender la existencia pasiva de Gardnerella vaginalis y el hecho de que haya
pacientes sin signos ni sintomas y por lo tanto no se le pueda controlar para evitar la

proliferacion v los subsecuentes contagios.




4. OBJETIVOS.

4.1. OBJETIVO GENERAL.

Demostrar el efecto de la acriflavina sobre la adherencia de Gardnerella vaginalis a

células McCoy.

4.2. OBJETIVOS ESPECIFICOS.

1)Determinar la viabilidad de las diferentes cepas de Gardnerella vaginalis antes y
después de ser tratadas con diferentes concentraciones de acriflavina.

2)Determinar la capacidad de adherencia de las diferentes cepas de Gardnerella
vaginalis a células McCoy tratadas o no tratadas con acriflavina.

3)Analizar el DNA cromosomico y extracromosomico de las diferentes cepas de
Gardnerella vaginalis con y sin tratamiento con acriflavina.

5. HIPOTESIS.
5.1. HIPOTESIS NULA.
La acriflavina no inhibe la adherencia de Gardnerella vaginalis a células McCay.
5.2. HIPOTESIS ALTERNA.

La acriflavina inhibe ta adherencia de Gardnerella vaginalis a células McCoy




6. DISENO DE INVESTIGACION.

6.1. CEPAS BACTERIANAS.

Cepn de referencia de Gardnerella vaginalis ATCC 14018 proporcionada por el Dr. en
C Feraando M. Guerra infante, departamento de Virologia del Instituto Nacional de
Perinatologia.

Una cepa de Gardnerella vaginalis aislada de un paciente con signos y sintomas de
vaginosis hacteriana que cumplieron con los criterios de Amsel y una cepa de

Gardnerella vaginalis aislada de un paciente sin signos y sintomas de vaginosis
bacteriana proporcionadas por el Biol. Alberto Gonzalez Pedraza, laboratorio de
Microbiologia del centro de salud Dr. “José Castro Villagrana®, Instituto de Servicios de
Salud del Dictrito Federal Previamente identificadas de acuerdo a pruebas bioquimicas

realzadas por Taytor '™

MEDIOS DE CULTIVO BACTERIANOS:

Se empleo base de agar Casman con 5% de sangre humana para crecimiento colonial
e identificacion hemolitica de las bacterias. (ver apéndice )
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6.2. CARACTERISTICAS MORFOLOGICAS ¥ COLONIALES DE LAS CEPAS DE
Gardnerella vaginalis.

“Bacilos cortos Gram positivos o Gram variable.
*Anaerobio facultativo.

*Tiende al pleomorfismo

“tnmaovil

*Ausencia de flagelos

*Presencia de fimbrias

*No forma esporas ni capsulas.

En base de agar Casman + 5% de sangre de carnero:

*Colonias pequefas (0.2-0.3 mm de diametro)
*Translucida:s

*Blanquecinas

*Brillantes

*Con borde regular, elevadas y convexas

‘Beta-hemolisis.

Pruebas bioquimicas de identificacion: ¢15'®

*Catalasa y oxidasa: negativo

*Hidroélisis de hipurato: positivo

“Hidrolisis de almidon: positivo

*Fermentacin de rafinosa, glucosa, maltosa, y sacarosa.
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6.3. CRITER!IOS.

CRITERIOS DE INCLUSION.

‘Cepa de referencia de Gardnerella vaginalis ATCC 14018, en cultivo joven, crecida
en base de agar de Casman + 5% de sangre humana; cultivada en caldo infusion de
cerebro y ccrazon enriquecido con 10% de suero fetal de ternera con 24 horas de
incubacion. (ver apéndice)

*Cepa de aislamiento clinico 1417 de Gardnerella vaginalis adherente identificada por
pruebas bioguimicas de paciente con signos y sintomas de vaginosis bacteriana, con
diagnostico rositivo a los criterios de Amsel ™

*Cepa de aislamiento clinico 1501 de Gardnerella vaginalis no adherente identificada
por pruebas bioquimicas de paciente sin signos y sintomas de vaginosis bacteriana.

CRITERIOS DE EXCLUSION.

“Cepas que nho son identificadas por pruebas bioquimicas.

*Cepas que no presenten la morfologia microscopica y colonial caracteristica de
Gardnerella vaginalis.

*‘Cepas que sean catalasa u oxidasa positivo.

*Dar tratamie ntos fisicos o quimicos a cepas bacterianas previos a los ensayos de

adherencia

CRITERIOS DE ELIMINACION

“Cepas que modifiquen su moriologia colonial o microscopica.

‘Cepas que prresenten contaminacidn con otra bacteria.

“Cepas con subcultivos continuos.

*Cepas con periodos de incubacion mayor de 24 horas.

*Uso de tween y antibidticos en base de agar Casman-sangre humana empleados
para el crecimiento de la bacteria.

VARIABLES

*Adherencia bacteriana a: utilizacion de diferentes concentraciones de acriflavina.

*Variable dependiente: adherencia microbiana.

*‘Variable ind 2pendiente: concentracion de acriflavina.
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6.4. MATERIALES Y METODOS.
6.4.1. CRECIMIENTO DE LAS DIFERENTES CEPAS DE Gardnerella vaginalis EN
SUSPENSION.

Se realizé e! cultivo en caldo para crecimiento bacteriano. del cual se obtuvieron las
muestras necesarias para ensayos posteriores. Se promovié el crecimiento bacteriano
inoculando las cepas ATCC 14018, 1417 (adherente) y 1501 (no adherente) de
Gardnerella vaginalis en caldo BHI! adicionado con SFT al 10% (3 mL) en tubos con
tapon de rosca. Los tubos se incubaron 24 horas a 37° C ajustando al tubo 2 de
McFarland (1 x 10® bacterias/mL.). Transcurrido el tiempo se realizé 1a tincion de Gram
para confirmar la pureza del microorganismo de cada uno de los tubos adicionado o no
de acriflavinz. Posteriormente se evaluod 1a viabilidad y la adherencia.

6.4.2. TRATAMIENTO DE Gardnerella vaginalis CON ACRIFLAVINA.
Se prepard una solucidon madre con 1 pg / mb de acriflavina y se realizaron diluciones
seriadas 1 2 con caldo infusion cerebro — corazdn (BH1) hasta un volumen total de 5 mL
en tubos corn tapédn de rosca de 18 X 150 hasta conseguir una concentracion final de
00125 ng / mL. """ Posteriormente a cada tubo se le adicionaron 100 pL de una
suspension con 600X 10" bacterias /mlL de Gardnerella vaginalis ( crecida previamente
por 24 horas a 37° C en caldo infusion cerebro — corazon ). Los tubos se incubaron
durante 24 horas a 37° C a cada tubo se le determind la prueba de viabilidad,

adherencia y la extraccion de DNA.
6.4 3 DETERMINACION DE LA VIABILIDAD BACTERIANA DE Gardnerella vaginalis.

Después del tratamiento previo de las cepas de Gardnerella vaginalis {14018 ATCC,
1417 (adherente) y 1501 (no adherente)] con acriflavina a diferentes éoncentraciones.
se determind la viabilidad bacteriana como sigue: ]

Desi:ués de tas 24 horas de incubacion, se tomaron de cada uno de los tubos 100 pL
para realizar diluciones seriadas 1:10 hasta llegar a una dilucion final de 10'° . De las
dos ultimas diluciones (10 y 10%), se tomaron 100 pl. los cuales fueron déposi(ados
sobre cajas de Petri que contenian agar Casman con sangre humana a! 5§%. La
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incubacion de las cajas Petri fue de 48 horas a una temperatura de 37° C y una
atmosfera parcial de CQO, al 5%. Al término del tiempo de incubacion, se consideraron
adecuadas Ias placas cuando eéstas no presentaron contaminacion y las colonias
mostraran lz morfologia colonial caracteristica de Gardnerella vaginalis y con
presencia de hemolisis. Finalmente, se contaron todas las UFC que se observaron para
emitir los resultados comparando la cantidad del crecimiento bacteriano en UFC entre

una cepa no tratada y ura tratada con acriflavina.
El porcentaje de viabilidad se determiné como sigue:

% de viabilidad = UFC con tratamiento X 100
UFC sin tratamiento

6.4.4. ENSAYOS DE ADHERENCIA A CELULAS McCoy FIJADAS.

Despueés del tratamiento previo de las cepas de Gardnerella vaginalis 14018 (ATCC).
1417 (adherente) y 1501 (no adherente) con acriflavina a diferentes concentraciones se
realizaron los ensayos de adherencia

A cada pozo de una microplaca de 24 pozos que contenia cubreobjetos con células
McCoy prefijadas con metanol (ver apéndice). se agregaron 500 yL de caldo de cultivo
fresco y 500 pL del caldo con crecimiento bacteriano tanto de las cepas tratadas como
no tratadas con acriflavina La microplaca se incubd a 37¢ C en atmosfera parcial de
CO:o durante 3 horas Transcurrido el tiempo de incubacidn y en condiciones de
esterihdad se retird el caldo de cultivo de cada pozo. Cinco lavados se realizaron con
solucion salina fosfatos pH 7.2 (ver apéndice). Posteriormente. cada laminilla se fijo con
300 il de metanol absoluto durante 10 minutos a temperatura ambiente. Las laminillas
se tinieron con colorante de Giemsa durante 30 minutos, retirando el exceso de
colorante con agua corriente y cada cubreobjetos se fijé con resina a un portaobjetos

para su analisis. ®
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6 4.5 EVALUACION DE LOS INDICES RELATIVOS, PORCENTAJES ¥ PATRONES
DE ADHERENCIA.

“Adherencia relativa:

Numero de bact:

45 adheridas por célula, de acuerdo a los

siguientes valores:

(+++) 11 6 mas bacterias adheridas por célula.

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

+) 2-5 bacterias adheridas por celula.

(-/+) la mayoria con menos de 2 bacterias por célula.

) No adherencia.

“Porcentaje de adherencia:
Se define como el nlimero de células que presentan 2 o mas
bacterias adheridas de un total de cien células.
% de adherencia = células con 2 o mas bacterias adheridas X 100
100

Patron de adherencia se define como:
Agregativo(AggA): Cuando la bacteria se adhiere a la célula
huésped, formando agregados que cubren el borde celular.

Difuso(DA): Cuando las bacterias se adhieren sobre toda la

superficie celular.

Localizado(LA): Donde las bacterias forman microcolonias en

uno o varios puntos de la célula.




6.4.6. EXTRACCION DE DNA.
La extraccion de DNA bacteriano se realizé por 3 diferentes métodos:
1 - Método de lisis de ceélulas blanco

Se colocaron 150 pl de la suspension bacteriana de 24 horas en un tubo de ensayo de
13X100 y se adicionaron 150 pL de la solucion de lisis para globulos blancos (WCLB)
{ver apéndice). ..
Se agito vigorosamente en voriex, se incubd la muestra durante una hora a 56° C con
agitacion Después del tiempo de incubacion se agrego 100 pl de fenol (Merck al 99%)
y 100 pL de storoformo (Merck al 100%). se agité en vortex y se centrifugd a 3000 rpm
durante 10 munutns Se recuperd el sobrenadante en un tubo limpio de 13X100 vy se le
agregaron 200 ul. de cloroformo (Merck al 100%). se deid en agitador automatico
durante 5 minutos y se centnifugo a 3000 rpm durante 10 minutos

Posterionmente se recupero el sobrenadante y se adicionaron 30 pL de NaCl 1 My 1
mb de etanol absoluto (Merck al 99%) Se agitdo por inversion y se centrifugo a 12000
M/ 1520 nmunutos a 47 C Se desechs el sobrenadante cutdando de no perder la
pastilla. enseguda se realizo un lavado con 100 ul de etanol al 75%, se desecho
mmechatamente y se dejo secar la pastilla

La muestra se resuspendio con 50-100 pb de TE (ver apéndice). Al final se incubd
durante 5 mimnutos a 65" C y después se almacend a -20° C

2 -Meétodo de lisis de celulas blanco + lisozima

El meétodo de extraccian de DNA empleando 1a soluciéon de lisis de células blanco +
hisozmma (ver apéndice), se realizd bajo las condiciones anteriormente descritas, excepto
que se emplao la solucion de lisis adicionando 100 pL de lisozima (Sigma) al 0.02%

2 -Metodo de fenol-cloroformo

Para el meétodo de fenol-cloroformo., a 150 pylL de la suspension bacteriana, se le
adiciond 100 1L de la solucion de lisozima (Sigma) al 0.02% y se continud la extraccion

como se descnbid anteriormente




7. RESULTADOS.

En la figura No.2 y tabla 1 se muestra el efecto de la acriflavina sobre la viabilidad de
Gardnerella vaginalis ATCC 14018, a las concentraciones de 12.5 ng/mL y 500 ng/mL
Para la muestra sin tratamiento se observaron 45 X 10° UFC/mL con una morfologia y
hemolisis tipica de Gardnerella vaginalis. Para los tubos con 12.5 ng/mL de acriflavina
se obtuvieron 44 X 10° UFC/mL. Paiii ta muestra con un tratamiento de 500 ng/mL se
observaron 43 X 10° UFC/mL

En la figura No. 3 se observa la adherencia de la cepa de Gardnerella vaginalis
ATCC 14018 sobre célutas McCoy. Los resultados mostraron un indice relativo de 11 o
mas bacterias adheridas por célula, un patrén de adherencia agregativo (AggA) y un
porcentaje de adherencia del 91%. Claramente se aprecia como las bacterias se
adhieren mauivamente sobre el borde c2iular
En cuanto al efecto de la acriflavina sobre la adherencia de Gardnerella vaginalis a
celulas McCoy se observd que empleando una concentracén de 0.0125ng/mL hay una
disminucidn en la adherencia de las bacterias de Gardnerella vaginalis a las células
McCoy, apreciandose un indice relativo de 6-10 bacterias adheridas por célula, un
patron de adherencia del tipo localizado (LA) y un porcentaje de adherencia del 20%
tfigura 4 )

En cuanto al empleo de concentraciones iguales o mayores de 1.25 ng/mL de
acriflavina se observo que el indice relativo de adherencia fue de 0 bacterias por célula,
por o tanto no mostraron patron de adherencia y el porcentaje de adherencia fue de 0%
(tabla 2)

En las tablas 3-6 se muestran los resuitados obtenidos para cada una de las cepas
utiizadas en funcién al tratamiento con acriflavina a diferentes concentraciones. El
tiempo de crecimiento 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
células McCoy prefijadas con un tiempo de incubacion de 3 horas a 37° C. Al realizar la
comparacion entre las 2 cepas ( cepa 1417 de aislamiento clinico adherente y cepa

1501 de aislamiento clinico no adherente ) se pudo observar lo siguiente:
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Para la cepa 1417, que fue obtenida de un aislamiento clinico y que mostré capacidad
de adherencia. se observé que después del tratamiento con acriflavina la viabilidad se
mantuvo ent-e el 100 y 97% hasta la concentracion de 250 ng/mL de acriflavina
mientras que a una concentracion de 500 ng/mL disminuyod Ia viabitidad a un 93%. Para
la cepa 1417 sin tratamiento con acriflavina. el porcentaje de adherencia fue de 35%,
indice relativo de 11 6 mas bacterias adheridas por célula y un patron de adherencia de
tipo agregativo. Sin emua.go cuando la cepa 1417 se trato con concentraciones de

acriflavina = 0.0125 ng/mL ésta perdio totalmente su capacidad de adherencia.

Para la cepa 1501 que tambien fue de aislamiento clinico pero sin capacidad de
adherencia el porcentaje de viabilidad después del tratamiento con acriflavina fue = al
90% auin a la concentracion de 500 ng/mL, sin embargo como lo indican los

antecedentes previos. no presento adherencia con o sin tratamiento con acriflavina

TESISCON |
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c)

Figura 2: Efecto de la acriflavina en el crecimiento de Gardnerella
vaginalis. Gardnerella vaginalis (ATCC 14018) fue incubada sin
acriflavina (a) 6 con acriflavina (b.c), a concentraciones de 12.5 ng

(b) o 500 ng (c).




Figura 3: Adherencia de Gardnerella vaginalis a células McCoy.
{_a cepa de Gardnerella vaginalis (ATCC 14018) se
incubd con células McCoy por 3 horas a 37° C. Se
evalud el porcentaje de adherencia, el indice de
adherencia relativo, y el tipo de adherencia.
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Figura 4: Efecto de la acriflavina sobre fa adherencia de
Gardnerella vaginalis a células McCoy.
Gardnerella vaginalis (ATCC 14018) fue incubada
con 0.0125 ng/mL de acriflavina por 48 horas.

Posteriormente se evaluo la capacidad de adherencia
a células McCoy.
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Figura 5: Efecto de la acriflavina sobre la adherencia de
Gardnerella vaginalis a céluias McCoy.
Gardnerella vaginalis (ATCC 14018) fue incubada
con 1.25 ng/mL de acriflavina por 48 horas.
Posteriormente se evalud la capacidad de
adherencia a células McCoy.
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TABLA No. 1: EFECTO DE LA ACRIFLAVINA SOBRE LA VIABILIDAD DE
Gardnerella vaginalis (ATCC 14018).

Conceniracion de
acriflavina ( ng/mL )
''sin acriflavina Lo
fo 0125
(0125
{125
! 125
f125
{250
{500

+ = desviacion estandar

n = numero de expenmentos

UFC X 10°/mL

porcentaje de viabilidad (%)
n=4

1006
“1o0”
100

eemed
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TABLA No. 2: EFECTO DE LA ACRIFLAVINA SOBRE EL INDICE
RELATIVC. PORCENTAJE Y PATRON DE ADHERENCIA
DE Gardnerella vaginalis ( ATCC 14018 ) A CELULAS McCoy.

"Concentracion de indice relativo
acriflavina: (ng/mL)

| Sin acriflavina 7

00125 T

j0.125 T -

1125 -

‘125 =

5125 ) o o

:250 o ToLT T

's00 . T T
(++4) = 11 6 mas bactenas adherndas por célula
(++) = 6-10 bazterias adherndas por celula
t*) = 2.5 baclernias adheridas por céluta

{-) = ausenca de adherenca

AggA = agregativo

LA "= localizado.

porcentaje de
adherencia (%)

Patron de

25



TABLA No. 3: EFECTO DE LA ACRIFLAVINA SOBRE LA VIABILIDAD DE
Gardnerella vaginalis ( CEPA 1417 ).

Concentracion de ‘porcentaje de viabilidad (%)
acriflavina: (ng/ mL ) n=4
Sin acriflavina 100 T
00125 T 100 -
; 0125 - - T oo T
125
125 T
128 T -
‘250 - T
=T o = < R A < & O B -

+ = deswviacion ustandar

n = numero de experimentos.




TABLA No. 4: EFECTO DE LA ACRIFLAVINA SOBRE EL INDICE
RELATIVO, PORCENTAJE Y PATRON DE ADHERENCIA
DE Gardnerella vaginal's ( CEPA 1417 ) A CELULAS McCoy.

acriflavina' (ng/mL)
Sin acriflavina’
ooizs T "
0125 7
125

[ Concentracién de |

" Indice relativo

(+++) = 11 6 mas bactenas adherndas por celuta

(++)
4

-
AqgA = agreqgat.vo

= 6-10 baztenas adhendas por célula
> bactenas adhendas por céluta
= ausencia de adherencia

e g e
o]
T _—

adherencia (%)
I - R

“porcentaje de” ]

Patrén de

adherencia




TABLA No. 5. EFECTO DE LA ACRIFLAVINA SOBRE LA VIABILIDAD DE
Gardnerella vaginalis ( CEPA 1501 ).

Concentiracién de
acriflavina: (ng /mL)

UFC X 10°/mL
n=4

porcentaje de viabilidad (%)
n=4

Sin acriflavina
00125

‘o 125

‘128

1125

125

250

500

+ = desviacidn estandar
n = numero de expenmentos

36+3

TR T



TABLA No. 6: EFECTO DE LA ACRIFLAVINA SOBRE EL INDICE
RELATIVO, PORCENTAJE Y PATRON DE ADHERENCIA
DE Gardnerella vaginalis ( CEPA 1501 ) A CELULAS McCoy.

Concentracion de

Sin carifiavina
00125 ’
0125
125"
125
125
250

acriflavina: (ng/mL)

Indice relativo

porcentaje de
adherencia (%)

Patrén de
adherencia

1500

o

(+++) = 11 0 mas bactertas adheridas por célula

(++)
(+)
-1

= 6-10 bactenas adheridas por celula
= 2.5 bacterias adheridas por célula
= ausencia de adherencia




7.1. EFECTO DE LA ACRIFLAVINA SOBRE EL DNA DE Gardnerella vaginalis.

Los rasultados obtenidos por el meétodo fenol-cloroformo para la extraccion de DNA
genomico y extraciomosomico de Gardnerella vaginalis ATCC 14018 sin tratamiento
con acriflavira se observan en las figuras 6-8.

En la figura € se observa que los 3 métodos de extraccion de DNA empleados son utiles
para obtener el DNA sin embargo se ohserva que por el método de miniprep se obtiene
una banda de menor intensidad que muestra un tamano molecular > 2.072 pb lo que
podria representar un plasmido. Tratando de elucidar el peso molecular del DNA
obtenido., nuevamente se realizo un electroferograma empleando marcadores de mayor
tamarno molccular. En la figura 7 por el mismo método de miniprep se observa una
banda de 916 pb aproximadamente y que es similar al de la figura 6, lo que podria
representar un plasmido. £n la figura 8. se observa que la cepa 1417 que mostro
capacidad de¢ adherencia sobre células McCoy presenta un fragmento extracromosomal
parecido al de la cepa tipo de Gardnerella vaginalis ATCC 14018 (figura 6) En el caso
de la cepa 1501 que es una cepa no adherente. no se observo la presencia de material
genético extracromosomal después de la extraccion del DNA por el método miniprep en
comparacion a lo que ocurrio con las cepas ATCC 14018 y 1417.

En cuanto al efecto de la acriflavina sobre las cepas de Gardnerella vaginalis se
observo que después de la extraccion de DNA mediante el método de miniprep la cepa
ATCC 14018 n1osfré la pérdida de la banda de DNA de 9.416 pb cuando la cepa es

tratada con concentraciones =z 12 5 ng/ml de acriflavina, (figura 9).
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Figura 6 Electrurerograma del DNA total de Gardnerella vaginalis
(ATCC 14018). Se emplearon 3 métodos de extraccion de DNA: 1)
método fenol-cloroformo; 2) método de miniprep; 3) método de lisis de
células blanco mas lisozima. La extraccidn de DNA por el método de
miniprep para una cepa de Gardnerella 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 tamarno molecular.




DNA
cromosomico

Figura 7: Deteccion del tamafo molecular del DNA genomico vy
aextracromosomico de Gardnerella vaginalis (ATCC 14018). Se
emplearon 3 meétodos de extraccion de DNA: 1) meétodo fenol-
cloroformo; 2) método de miniprep: 3) método de lisis con blanco mas
lisozima. En el carril 4 se muestra el DNA de una cepa clinica de
Gardnerella vaginalis (1417). En el carril 5 se observa el marcador
“Je tamarno molecular.




Ptasmido

Figura 8: Analisis del DNA gendémico y extracromosomico de
dos cepas de Gardnerella vaginalis. Se analizo el DNA total
de dos cepas de Gardnerella vaginalis, una cepa clinica 1417
y la cepa 14018 (ATCC), mediante los 3 meétodos de extraccion
de DNA, carri! 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 celulas blanco y lisozima:
carril 6) DNA de células J774; carril 7) mezcla de DNA celular y
de Gardnerella vaginalis. carrit 8) marcador de tamafnio
molecular. ——
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Figura 9: Efecto de Ila acriflavina sobre el DNA

extracromosomico de Gardnerella vaginalis (ATCC 14018).
Gardnerella vaginalis se trato con acriflavina por 48 horas con
las siguientes concentraciones: carrit 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.




8. DISCUSION. .

El mecanismo por el cual Gardnerella vaginalis causa dano depende ciertamente de
su habilidad para adherirse a las ceélulas epiteliales y estd demostrado que esta
habilidad depende de un factor importante en las bacterias que es la presencia de pillis
en su superficie celular. Las propiedades de adhesividad de Gardnerella vaginalis han
sido investigndas usando células epiteliales vaginales encontrando que las bacterias se
adhieren fuertemente sobre el borde celular conformando lo que desde un inicio se
denomino como ceélutas clave ! También se ha ensayado sobre los factores que
modifican !a capacidad de Gardnerella vaginalis para adherirse y se conoce que las
variables que afectan la adherencia in vitro, son: el pH, la incubacion a 56° C por 30
minutos y la radiaciaon ultravioleta. La oxidacion con peryodato de las células vaginales
causan una apreciable reduccion en la adherencia de Gardnerella vaginalis, asi como
la adicion de carbotudratos en el medio de cultivo no modifica la adherencia. ‘%

Aun cu=ndo la biologia de Gardnerella vaginalis no ha sido bien caracterizada se han
reahzado investgaciones en donde se ha puesto de manifiesto la presencia de pillis
(tambien lamadas fimbnas) en la superficie de este microorganismo a través de
técnicas como la nucroscopia electronica. ' A pesar de que hablemos de un mismo
microorganismo  en género y especie no implica que todas las cepas existentes
desarrolien un fenotipo adherente, caracteristica que probablemente este ligada
directamente con un posible intercambio de informacion genética entre las bacterias ya
que se sabe gue por conjugacion se puede transferir material genético (plasmidos) de
una bacteria a otra transformando genotipos y fenotipos, otorgando caracteristicas
antes inexistentes en una bacteria

tEn 1984 Jonson y Davies demostraron que de B aislamientos examinados. 3 de ellos no
presentaban pillis, también observaron que la relativa presencia de los pillis estaba
directamente relacionada con la frecuencia en la que se subcultivaba al
microorganismo. “” En este estudio se emplearon 3 cepas dc Gardnerella vaginalis
{ATCC 14013, 1417 de aislamiento clinico y 1501 de aislamiento clinico ). A eslas tres
cepas se les realizaron ensayos previos de adherencia obteniéndose los siguientes
resuitados: ATCC 14018 es una cepa de referencia, presenta adherencia en un 91%
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con un patron agregativo (AggA). La cepa 1417 de aislamiento clinico. presenta
adherencia en un 35% con un patron agregativo ( AggA ). La cepa de aislamiento
clinico 1501 no presenta adherencia.

En el estudio de ia estructura y composicion de Gardnerella vaginalis se ha podido
determinar el contenido de guanina y citosina del DNA cromosomal por el método de
punto de fusidn obteniendose un porcentaje de 42 mol %. Mediante el método de
gradientes se obtuvo un porcentaje ("L:“‘:’ mol %. Los procedimientos para el analisis de
DNA cromosomatl se han facilitado con el uso de endonucleasas de restriccion asi como
para la exp.oracion de plasmidos pero en !a actualidad el DNA plasmidico en
Gardnerelia vaginalis no ha sido descubierto '* Tomando en cuenta que el fenotipo
adherente esta ligado directamente con la presencia de fimbrias y que las fimbrias son
una manifestacion de un genotipo inducido por plasmidos. hipotéticamente se podria
establecer la posible existencia de material genético extracromosomal en Gardnerella
vaginalis La presenca de este material genético extracromosomal se puede poner de
manifiesto por medio de la curacion de las bacterias de sus plasmidos Una bacteria
puede ser curada de sus plasmidos ya sea de forma espontanea o por tratamientos en
el laboratorio tales como vanaciéon en las temperaturas optimas de incubacion o por
agentes quinricos como la acriflavina. '

En la presente investigacion se hace uso de la acriflavina como una forma posible de
poner de maenifiesto !a presencia de material genético extracromosomal ya que las
acrndinas se fijan entre los pares de bases del DNA blogueando su replicacion,
existiendo ccncentraciones de acriflavina que impiden la replicacion de un elemento
extracromosdéimico sin impedir la replicacion del cromosoma mismo, es decir sin
dificultar la multiplicacion de la bacteria, por lo cual se esperd que después del
tratamiento con acriflavina se observara en Gardnerella vaginalis una modificacién en
su patron de adherencia

Por ejemplo. en 1982 Toshio Hara y col. observaron que en la incubacion por 12 horas
de B. subtilis con 20 ug/mL de naranja de acridina, la bacteria perdio su capacidad
para producir poliglutamato hasta en un 65%. El poliglutamato es utilizado para la
fermentacion de alimentos. esta sustancia es una caracteristica fenotipica inducida por

plasmidos. ?'' En este trabajo se utilizaron concentraciones de acriflavina de 0.0125,




0.125, 1.25, 12.5, 125, 250, y 500 ng y se observd que la cepa de referencia ATCC
14018 perdio su capacidad de adherencia cuando fué incubada a concéntraciones z a
1.25 ng de acriflavina. El efecto de la acriflavina sobre una cepa de aislamiento clinico
(1417) mostro que esta perdio su capacidad de adherencia con concentraciones = a
0.0125 ng. El efecto de la acriflavina sobre cepas clinicas no adherentes no provoco
ningun cambio morfoldgico y/o bioquimico. En cuanto a la viabilidad de la cepa ATCC
14018 mostro que el empleo de una concentracion de 500 ng de acriflavina solo redujo
el 5% de |la viabilidad siendo esta del 95%. Un resultado similar se obtuvo en la cepa
1417 de aistamiento clinico adherente en donde se observé un porcentaje de 93% de
viabilidad a la misma concentracion de acriflavina. Como se pudo observar, los
porcentajes de viabilidad no indican una meodificacion importante aun a la maxima
concentracion de acriflavina utilizada para el estudio por lo que se puede apreciar que
la substancia no es toxica

Otros estudios realizados sobre la curacion de plasmidos empleando sales de acridina
son los realizados con diferentes especies de Bacteroides resistentes a cloranfenicol y
eritromicina, en donde la incubacion de estas bacterias con una concentraciéon de 16
ug/mL de acriflavina provocd la pérdida del plasmido y la resistencia a dichos
antibidticos. ' Como se puede apreciar en este estudio se utilizdé una mayor
concentracion del agente quimico con respecto al utilizado para esta investigacién de
Gardnerella vaginalis. Como se sabe la resistencia a los antibidticos es informacion
genetica mediada por plasmidos y que se traduce en los fenotipos de las bacterias que
ia presentan Recientemente en E.U. se han observado cepas de Gardnerella
vaginalis con resistencia a la tetraciclina. Se ha evaluado la aclividad de la tetraciclina
con 36 distintos aislamientos clinicos de Gardnerella vaginalis utilizando 16 mg/L y se

observo que 7 de los aislados (19%) presentaron una resistencia de 51 a 78% a la

o 24y

tetraciclina En 1987 R Huang y colaboradores observaron que el determinante
tet(M) es el responsable de la resistencia de Gardnerella vaginalis a la tetraciclina. El
gen esta localizado en el cromosoma y esta asociado con transposones conjugativos
cque son segmentos de material genético el cual puede cambiar de posicion dentro del
mismo cromosoma bacteriano e incluso combinarse con otros cromosomas y ser

responsables de manifestaciones fenotipicas en las bacterias. Se examinaron las

TESIR CON




secuencias nucleotidicas del gen tet(M) en 5 aislamientos de Gardnerella vaginalis
que presentaron resistencia a la tetraciclina y se compararon con otras secuencias
descritas de tet(M). Entre los 5 aislamientos. 4 de ellos tenian secuencias idénticas. El
tamano tenia variaciones entre 4.7 kbp vy 10 kbp. Las secuencias fueron comparadas
con secuencias de Ureaplasma urealyticum, Staphylococcus aureus y Neisseria
gonorrhoeae concluvendo quo 1 secuencia del gen de tet(M) de Gardnerella
vaginalis nu present« identidad con o748 secuencias publicadas de tet(M).

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

asociado con la presencia de un plasmido de tamafo aproximado de 25.2 kbp el cual
25

acarrea el determinante tet(M)
La secuencia del plasmido de Lactobacillus plantarum 5057 pMD5057 también se ha
compietado para ta resistencia a la tetraciclina el cual tiene 10.877 pares de bases.
Tiene una alta homologia con las secuencias de Clostridium perfringens y

125)

Staphylococrus aureus. De estas investigaciones se podria pensar que el
fenotipo de resistencia a los antibidticos de las bacterias es generalimente una
manifestacion de material genético extracromosomal al igual que la presencia de
fimbrias, sin embargo no es asi ya que se ha demostrado que el gen de la resistencia a
ios antibidticos en Gardnerella vaginalis se encuentra localizado en su cromosoma por
o que parie de esta investigacion reside en demostrar si el fenotipo adherente de
Gardnerella vaginalis es consecuencia de material genético extracromosomal o no.
Aun cuando Gardnerella vaginalis presenta resistencia a antibidticos, y ésta
informacion no se encuentra distribuida en plasmidos sino en el cromosoma de la
bacteria. lo anterior es un ejemplo Mmas de la actividad de Ia acriflavina lo que representa
un antecedente para dar solidez a nuestros postulados. Al incluir una cepa de
Gardnerella vaginalis 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 accidon sobre la bacteria a
cualquier otro nivel y no unicamente sobre la base del fenotipo adherente, de lo cual se
cacion en sus

pudo observar io siguiente: la cepa 1501 no presento ninguna modi
caracteristicas morfolégicas y/o bioguimicas descartando la posibilidad de que la accién
de la acriflavina se pudiera deber a un posible efecto toxico.
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Al comparar 'os resultados obtenidos de las extracciones de DNA para ATCC 14018 y
la cepa 1417. en ambas se observo 1a presencia de un fragmento de material genético
extracromosomal que mediante la técnica de miniprep se observd que mostraba un
tamano molecular de 9,416 pb mientras que para la cepa 1501, no se observd dicho
elemento extracromosomal.

Por otro ladc. el analisis electroforético del DNA de bacterias tratadas con acriflavina
obtenido de las cepas 14018 y 1417 demostré que perdieron el material genético
extracromosomal cuando se emplearon las concentraciones de acriflavina mayores a
1.25 ng/mL la perdida de este fragmento extracromosdmico podria ser el responsable
de la perdida de adherencia que muestra la cepa 14018 y 1417 cuando son tratadas
con concentraciones de acrifalvina =2 a 0.0125 ng/mL.




2)

3)
4)

9. CONCLUSIONES.

La viab:lidad de SCaranerelia vaginalis se mentiene al 95% cuando se incuba con
acriflavina a las concentraciones de 0.0125-500 ng/mL.

La adherencia de Gardnerella vaginalis se pierde cuando es tratada con 0.0125
ng/mL de acriflavina.

Gardnurella vaginalis muestra un DNA extracromosomal de 9,416 pb.

El fragmento de DNA extracromosomal de Gardnerella vaginalis se elimina
después del tratamiento con 1.25 ng/mL de acriflavina.
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Apéndice |

10. Medios de cultivo.

*BASE DE AGAR CASMAN (BIOXON) SANGRE HUMANA.

Formula para cada 1000 mbL en agua déstilada.

Extracto de levadura 3.59
Peptona de caseina 11.3g9
Peptona de carne 5.0g
Extracto de carne 3.09
Nicotinamida "-0.05g
Acido p-aminobenzoico 0,05g
Dextrosa 0.50g 7
Almidon de maiz 1.09
Cloruro de sodio 5.0g
13.5g

Agar

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

Mezclar perfectamente. calentar con agitacion frecuentemente y hervir durante un
mirito hasta disolucion completa; esterilizar en autoclave a 121° C por 15 minutos.
Enfriar a 45-50° C, agregar 5% de sangre humana desfibrinada en condiciones de
esterilidad y envasar en cajas de Petri estériles. Debe hacerse prueba de esterilidad
incubando a 37° C durante 24 horas antes de usarse este medio y determinar su

funcionalidad con cultivo de microorganismos tipicos.
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CALDO DE INFUSION CEREBRO-CORAZON (BHI) ENRIQUECIDO CON 10% DE

SUERO FETAL DE TERNERA!

Formula para 1000 mL er agua destilada.

Infusion deshidratada de cerebro y corazdn de ternera.

Proteosa peptona
Dextrosa
Cloruro de sodio

Fosfato disodico

17.5g
10.0g
2.09
5.0g9
2.5

PREPARACION: disolver el medio deshidratado y envasar 5 mL de este en tubos con
tapon de rosca de 13 X 100 mm y esterilizar en autoclave a 121°-C " por:15 minutos.

Dejar enfriar a temperatura ambiente y agregar 500 pl de suero a cada tubo'o en-su

caso medio de enriquecimiento requerido.

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

usarse
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11.PRUEBAS BIOQUIMICAS DE IDENTIFICACION.

PRUEBA DE LA CATALASA:

La catalasa es una enzima que descompone el peroxido de hidrogeno en oxigeno y

agua.
Se realiza cunando se coloca una porcidén de una colonia perfectamente aislada de un
cultivo de 18-24 horas (excepto de colonias de agar sangre ) en un portaobjetos y se le

afnade 2 gotas de peroxido de hidrégeno al 10% (importante no invertir el orden de
aplicacion ya que pueden dar resultados falsos positivos.

INTERPRETACION:
+Positiva: Formacion inmediata de burbujas visibles.
+Negativa: No hay formacion de burbujas.

*Nota: No realizar la prueba en cultivos de mas de 24 horas ya que la enzima sdlo esta
presente en cultivos viables.




PRUEBA DE OXIDASA -

Esta basada en la produccion bacteriana de la enzima oxidasa. ésta reaccion se debe a
ia presencia de un sistema citocromo-oxidasa que acliva la oxidacion del citocromo
reducido por 2l oxigeno molecular. el que a su vez actua como aceplor de electrones en

la etapa terminal del sisteina de transferencia de electrones

La prueba dc¢ oxidasa utiliza ciertos reactivos colorantes. como el diclorhidrato de p-
fenilendiamina. que actiua como recepter artificial de electrones sustituyendo al oxigeno,
la p-fenilendiamina, es incolora en estado reducido pero en presencia de cilocromo

oxidasa y oxigeno atmosferico se oxida formando azul de indofenol.

TECNICA:

Se realiza coiocando una asada de la colonia sospechosa depositandola sobre papel
filtro que praeviamente se agregd una gota de reactivo de diclorhidrato de p-

fenilendiamina.

INTERPRETACION:

+Po=itiva' las colonias con actividad citocromo oxidasa desarrollan en segundos un

intenso color azul en el sitio de inoculacion.

+Negativa: no hay desarrollo de color en el sitio de inoculacion. Para esta prueba no se
debe emplear alambre de acero inoxidable, dado que puede producir reacciones falsas

positivas
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HODROLISIS DEL HIPURATO:

Los microorganismos que poseen la enzima hipuricaza, las cuales hidrolizan el hipurato
de sodio formando 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 vy
CO: los cuales reaccionan con la ninhidrina residual formando un compuesto de color

azul purpura.

PROCEDIMIENTO:

En tubo sercldégico agregar 0.5 mL de solucion de hipurato de sodio al 1% en agua
destilada. y se coloca una asada de un cultivo puro de Gardnerella vaginalis y se

incuba a 37° C durante 2 horas.

Agregar 0.2 mL de ninhidrina de sodio al 3.5 % y volver a incubar durante 30 minutos.

INTERPRETACION:

+Positiva: Desarrollo de coloracién purpura.

+Negativa: Sin cambio de color.

TE
FALLA DE ORIGEN

5153 CON
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“UTILIZACION DE CARBOHIDRATOS:

El medio base de agar semisdlido-Cistina-Digerido (CTA) con 1% de hidratos de
carbono se usa fundamentalmente para la deteccion del acido  producido por

microorganisimos fermentadores.

Formula para cada 1000 mu en agua destilada.

L-Cistina 0.50g
Peptona de caseina 20.0g
Agar 2.5g
Cloruro de scdio 5.0g
Rojo de fenol 0.017g
Sulfito de sodio 0.5g

PREPARACION.

Suspender 28.5 g de polvo deshidratado en un litro de agua destilada, si se desea,
agrggar de 0.5 al 1% de carbohidratos para pruebas especificas de fermentacion.

Homogeneizar y calentar a ebullicion durante 1 minuto, trasvasar a tubos con tapén de
rosca y esterilizar en autoclave a 115-118° C durante 15 minutos, 0 en su caso
preparar soluciones al 20% (p/v) del o los carbohidratos a usar, pesando 0.5 g del

mismo y suspendiéndolo en 2.5 mL de agua.
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Dejar enfriar a 45-50° C el medio estéril y agregar a cada matraz en condiciones de
esterilidad la solucidon de carbohidratos correspondiente, la cual se ha esterilizado
previamente oor filtracion de membrana de 0.45 micras de poro, suplementando este
con 0.5% de suero fetal de ternera.

Agitar y pasar 5§ mL a wubos de 13X100 mm de tapén 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 inéculo 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 acido suficiente como para hacer el vire del
indicador.

Cepa almidén  rafinosa glucosa maltosa sacarosa

Gardnerella vaginalis -+ + + + -+
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PREPARACION DE CELULAS EN MICROPLACA DE 24 POZOS.

De botellas de cultivos celulares con una confluencia entre 70 a 80 % con 24 horas de
incubacion a 37° C en atmoésfera del 5% de CQO:. se procedio a eliminar el medio de
cada bolella nor la cara opuesta a la monocapa celular. Posteriormente se adiciond 1.5
ml da solucion de tnpsina-verse.au (tripsina al 0.025% en verseno al 0.05%), la cual se
dejo actuar sobre la monocapa celular por 5-10 segundos. se elimind y se dejo actuar la
solucion resicual a un tempo aproximado de 5 minutos a 37° C facilitando de este modo
la disgregacion celular

Posteriormente se realizan de 2 a 3 golpes en un costado de la botella de cultivo para
lograr el desprendmmiento de la capa celular de su soporte, posteriormente se
resuspendiersn en medio MEM sin antibidtico adicionado con 10% de suero fetal de
ternera para favorecer el crecimiento 500 ul de la suspension celular fueron
depositados -2 microplacas de 24 pozos que contenian previamente cubreobjetos de
12 mm de d.ametro Las microplacas se incubaron a 37° C por 24 horas Pasado el
ticmpo de incubacion, el sobrenadante se elimind y posteriormente 300 pyl. de metanol
absoluto fueron depositados La microplaca se incubo a temperatura ambiente por 15
minutos  Posteriommente se elimind el metanol y la microplaca se almacené a menos

20" C hasta <t momento de su uso
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SOLUCION DE LISIS PARA GLOBULOS BLANCOS (WCLB).

PARA PREPARAR 100 mL.

Tris base pH=7.6 10mM
EDTA pH= 8.0 10mM
NaCi 50mM
sDs 0.2%
Proteinasa K 200 pg/mL

Para preparar la solucion WCLB + lisozima, adicionar ademas 200 pg /mL de lisozima.

Filtrar en membrana millipore de 0.22 pm.

SOLUCION DE TBE 10X

Tris base 324 g
EDTA 19
Ac Bdérico 100 g

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




SOLUCIONES Y COLORANTES

*SOLUCION SALINA FOSFATOS pH 7.2 (PBS)

Cloruro de sodio

Fosfato dibasico de potasin
Fosfato basico de sodio 12 H>0
Cloruro de pctasio

Agua destilaca

8.0g
0.2g
2.9g
0.2g

1000 mL

Pesar las cantidades indicadas anteriormente y disolver en pequedas ‘porciones de
agua destilada hasta dilucion total; si es requerida ajustar pH a 7.2 con soluciéon de HCI

001 Moensucaso NaOH 0.01 M.
"COLORANTE DE GIEMSA.,

Formuta para 100 mL en solucion 1:1 metanol-glicerol.
Eosina -
Azur i

Metanol

Ghcerol

Disglver colorantes en metanol y . posteriormente

3:0g

0.80g
50 mt.
S0 mL

agregar . glicerol, mezclando

uniformemente y dejando reposar a la cbscundad hasta maduracnon

TECNICA:

Se fija el extendido celular con metanol durante 3 a § minutos, posteriormente se cubre
con solucién de Giemsa, dejéndo actuar de 20 a 30 minutos. y posteriormente se lava el

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