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Resumen

Se realizd laidentificacion por primeravez en Cuba de diferentes aislamientos de Gardnerella vaginalis
con diferencias en € patrén bioquimico, los cuales estaban asociados o no ala presencia de sintomas de
vaginosis bacteriana. Se han descrito variaciones fenotipicas de Gardnerella vaginalis relacionadas con
pruebas bioquimicas que han permitido clasificar esta especie en diferentes biotipos, los cuales en
algunos casos estan asociados a vaginosis bacteriana o no. El biotipo 1 resultdé e mas comun, para el
cua lahidrdlisisdel hipurato, la actividad 3 galactosidasay lipasa fueron positivas. Se obtuvieron
antisueros en conejo a 2 cepas de Gardnerella vaginalis correspondientes alos biotipos 1 y 4, los cuales
mostraron un comportamiento diferente por immunoblotting frente a aislamientos correspondientes a
diferentes biotipos; esto sugiere la posibilidad de una diferenciacion serol gica entre aislamientos de
Gardnerella vaginalis.
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Lavaginosis bacteriana (VB) es una de | as infecciones mas frecuentes durante el periodo fértil dela
muijer, se caracteriza por una secrecion grisy fétida. Los riesgos de lainfeccion son mayores en mujeres
sometidas a operaciones ginecol 6gicas 0 en embarazadas en las cual es puede tener lugar lainfeccion del
liquido amnidtico y provocar parto prematuro o bajo peso al nacer.12 La VB constituye una alteracion
de lafloravaginal, donde los Lactobacillus spp predominantes son reemplazados por varios
microorganismos incluida Gardnerella vaginalis y bacterias anaerobias, producto de alteraciones
hormonales y |os cambios sucesivos de pargjas. 134

A pesar de la etiologiamultiple delaVB, G. vaginalis se ha considerado €l principal agente, porque
presenta | os factores de patogenicidad siguientes: una hemolisina que acttia sobre las células del amnio.®
En la superficie celular presenta una glicoproteina que posee una elevada afinidad por lalactoferrina
humana presente en la mucosa vaginal .67 Existen diferentes biotipos de G. vaginalis, los cuales en
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algunos casos estan asociados 0 no a vaginosis bacteriana.8°

L os estudios de proteinas fundamental mente de membrana han contribuido a una mejor comprension de
|a patogeni cidad de muchas bacterias. En G. vaginalis, poco se conoce sobre laidentidad de sus
proteinas de superficiey su relacion con los diferentes perfiles biogquimicos observados. Las proteinas de
superficie son blancos paralos anticuerpos y no han sido caracterizadas en aislamientos de esta bacteria.
El objetivo de este trabajo es realizar |a caracterizacion bioquimica e inmunol 6gica de diferentes
aislamientos de G. vaginalisy establecer |as principales proteinas antigénicas de superficie de esta
bacteria

Métodos

Aislamiento e identificacion de Gardnerella vaginalis. se analiz6 un total de 402 exudados vaginales
procedentes de mujeres con sintomas de infecciones vaginales o sin estos, que asistieron a las consultas
ginecol 0gicas de los hospitales "Ramon Gonzélez Coro”, “Luis de la Puente Useda’, en Ciudad de La
Habanay “Piti Fajardo” de Gliines, en La Habana, en el periodo de agosto de 1999 a enero de 2003. Las
muestras se tomaron de | as paredes de fondo de saco con hisopos estériles. Para cada paciente se realizo
el diagnostico de vaginosis bacteriana mediante | os criterios propuestos por Amsel y otros,10 la muestra
se considerd positiva cuando reunid los 4 o a menos 3 de estos criterios.

Las muestras de secrecion vaginal se cultivaron en placas de agar Columbia con el suplemento SR 119
(Oxoid) y sangre humana5 %, las placas se incubaron con 10 % de CO, utilizando sobres Anaerogen
(Oxoid) durante 48 h a 37 °C. Paralaidentificacion de G. vaginalis se utilizaron |os criterios propuestos
por Catlin y otros.11 Los cultivos puros de G. vaginalis con 2 pases sucesivos se identificaron por
pruebas bioquimicas utilizando € sistema Api 20 Strep (Biomerieux) y la prueba lipasa segun el
esguema de identificacion propuesto por Piot y otros.®

Andlisis estadistico: la distribucion de los diferentes biotipos segun la presencia o ausenciade VB se
realiz6 mediante una prueba de comparacion de proporciones para una p< 0,05.

Obtencidn de los inmunosueros: se obtuvieron antisueros en conejos por inmunizacion con células
completas de G. vaginalis cultivadas en caldo Casman e inactivadas con formalina 0,3 % como se
describe en Espinosa y otros!2 y utilizando el esquema descrito por Senterfit y otros.13 Se utilizaron las
cepas de G. vaginalis siguientes: cepa 14018 procedente del American Collection Culture ATCC
(Biotipo 1) y & aidamiento clinico (AC) 18 (Biotipo 4).

Parala caracterizacion de los antisueros anti-14018 y anti-18 se utilizaron antigenos de las cepas 14018
y de diferentes aislamientos clinicos caracterizados por su perfil bioguimico: aislamiento 256 (biotipo
1), aislamientos 18 y €l 260 (biotipo 4), y aislamientos 13, L y 274 (biotipo 5). Los cultivos de estas
cepas se obtuvieron en e medio Caldo Casman y se procesaron para el ectroforesis PAGE-SDS con gel
concentrador 5 %y gel separador 12,5 %.14 Los polipéptidos separados por PAGE-SDS se transfirieron
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amembranade nitrocelulosade 0,2 p  (Sigma) durante 30 min con corriente constante de 1 A mediante
transferencia semiseca.1> Se incubd todala noche con el suero hiperinmune obtenido en conegjo diluido
1/100 en una solucién de leche descremada 5 % en PBS pH 7,2, posteriormente se lavd con PBS-Tween
20 a0,05 %y seincubd con un conjugado anti-1gG de conejo marcado con peroxidasa diluido 1/10 000
(Sigma). Selavé nuevamente con PBS-Tween 20 a 0,05 % y se afadio €l sustrato. Se utilizé un
marcador de peso molecular pretefiido procedente de Sigma. A continuacion se procesaron lastiras de
nitrocel ulosa mediante un equipo AcerScan Prisa 620P y se utilizo el programa Kodak digital science
ID, mediante el cual se determind el peso molecular de cada banda por un andlisis de regresion incluido
en este sistema.

Resultados

Aislamiento e identificacion de G. vaginalis. de las 402 muestras evaluadas se identifico la presenciade
G .vaginalis en 188 pacientes (46,8 %) segun € cultivo microbiol 6gico, mientras |os criterios de Amsel
para vaginosis bacteriana se detectaron en 113 mujeres (28,2 %). La identificacion mediante pruebas
bioguimicas fue posible en 40 aislamientos identificados como G. vaginalis, 22 (55 %) correspondieron
amujeres con vaginosis bacterianay 18 (45 %) a mujeres sin vaginosis bacteriana segun |os criterios
propuestos por Amse! y otros, 1984.10

Se detectaron 3 biotipos diferentes que se muestran en latabla. Para el biotipo 1 laactividad (3-
galactosidasa, la hidrélisis del hipurato y la actividad lipasa resultaron positivas; este biotipo fue € més
frecuente como muestra lafigura 1 en casos con vaginosis bacteriana. Todos |os biotipos detectados
estaban presentes en casos con vaginosis bacterianay sin esta. Sin embargo, la comparacion de
proporciones para una p< 0,05 mostro que existen diferencias significativas entre las frecuencias de
casoscon VB y sin VB paralosbiotipos 1y 4, no asi para el biotipo 5 donde no se observan diferencias
significativas entre los 2 grupos (fig.1).

Tabla. Resultados de la pruebas bioquimicas para | os biotipos més frecuentes de Gardnerella vaginalis

Biotipo B-galactosidasa Hidrdlisis del hipurato Lipasa
1 + + +
4 + - +
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Fig. 1. Distribucion de los porcentajes de frecuencia de los biotipos 1, 4 y 5 en los casos con VB (CVB)
y sin VB (SVB) segun & analisis de proporciones para una p< 0,05.

El patrén de proteinas revelado por immunoblotting (fig. 2) utilizando el antisuero anti- 14018 detect6
las siguientes proteinas comunes en todos | os biotipos considerados en el estudio (18, 38, 42, 46, 65, 76,
90 kDa), la proteina de 26 kDa solo se detecto en lacepa 14018 ATCC y los aislamientos 256 y 260. Por
immunoblotting €l antisuero anti-cepa -18 mostré una fuerte sefial con las bandas 42,46, 65y 76 kDa con
el antigeno homdélogo mientras con otros aislamientos la sefial de reconocimiento fue débil (fig. 3).
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Fig. 2. Inmunoblot de diferentes aislamientos de Gardnerella vaginalis con €l antisuero obtenido a partir
del biotipo 1 (de izquierda a derecha patrén de peso molecular, cepa ATCC 14018, AC256, AC18, AC
13, ACL, AC274, AC260).
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Fig. 3. Inmunoblot de diferentes aislamientos de Gardnerella vaginalis con el antisuero obtenido a partir
del biotipo 4 (de izquierda a derecha patrén de peso molecular, cepa ATCC 14018, AC18, AC256,
AC13, ACL, AC260).

Discusion

En la poblacién estudiada la frecuencia de aislamiento de G. vaginalis fue de 30,4 %. Ortiz y otrosl6

reportan una frecuenciade 19,7 % paraVB y Gallardo y otrosl’ de 35,2 %. G. vaginalis es aislada con
frecuenciadel fluido vaginal de mujeres sin sintomas de VB, la diferencia con respecto alas mujeres
gue presentan evidencias clinicas se atribuye fundamentalmente a la concentracion del

microorganismo.18

Algunos biotipos de G. vaginalis producen un proceso asintomatico, probablemente por |a carenciade
factores de virulencia o por una respuestainmunitaria en el hospedero, por lo cual en ocasiones aunque
la paciente presenta leucorrea con fetidez y pH alterado, |as células guias no se aprecian. Esto se debe
probablemente a que algunos presentan un pProceso cronico y por consecuencia hay produccion de
inmunoglobulinalocal, la cua bloquea la adhesion de |as bacterias ala célula através de lainteraccion

con proteinas de superficie.19.20 Sin embargo, existen otros biotipos que pueden provocar un cuadro
clinico evidente en los cuales es posible registrar elevada actividad sialidasa y prolidasa que provocan

una disminucién en larespuestainmunitaria del hospedero.2!

Piot y otros® detectaron 8 biotipos diferentes, de los cuales el 1, 2y 5 fueron predominantes en 80 % de
los aislamientos. Barberisy otros8 detectaron 11 biotipos diferentes a usar el esquema modificado por

Benito y otros.22 Cuando se relacionaron los resultados de este trabajo con |os obtenidos por Barberisy
otros,8 el biotipo 5B muestra el mismo patréon que el biotipo 5 detectado especificamente en el presente

estudio. Por otra parte Aroutcheva y otros?3 detectaron los biotipos 7 y 8 como los més frecuentesy
asociaron €l biotipo 5 con un ecosistema vagina saludable.
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Barberisy otros8 en estudios de biotipificacion de pacientes que acudieron en ocasiones diferentes ala
consulta, encontraron distintos biotipos para cada una, o que indica que no se trata de una recidiva del
microorganismo, sino de una reinfeccién. Estos datos resaltan laimportancia de |los estudios de
biotipificacion en la epidemiologia de la VB, proponiendo un sistema de marcacion simpley estable que
permita detectar reinfeccion o recidiva, por 1o que seria de gran utilidad disponer de una bateria de
antisueros que permita el reconocimiento de los posibles serotipos de G. vaginalis. En este trabgjo se ha
observado por immunoblotting el comportamiento disimil de los inmunosueros obtenidos a partir de 2
biotipos diferentes, lo cual sugiere la posibilidad de un sistema de serotipificacion que reconoce la
existencia de diferentes serotipos para G. vaginalis.

En este estudio €l biotipo 1 estarelacionado con una frecuencia superior de casos con VB, mientras el
biotipo 4 esta presente en un nimero superior de pacientes sin VB. Si se consideraque en la
inmunizacion de los animales se utilizaron células completas, es posible que la respuestainmune esté
dirigida sobre todo a antigenos de superficie, probablemente de naturaleza polisacaridica, los cuaes
podrian determinar |a habilidad de |as bacterias para colonizar las célulasy permitir su crecimiento.
Entonces, es probable que en e aislamiento que corresponde al biotipo 4 estos determinantes de
superficie se encuentren expuestos en un nimero mas pequerio, y por consiguiente, la respuestainmune
es mas débil, asi como el proceso de la colonizacién.

L a caracterizacion bioquimica de diferentes aislamientos de G. vaginalis permitié detectar la presencia
de 3 biotipos en la poblacion estudiada. Es la primera vez que en Cuba se sefidla la presencia de estas
variaciones fenotipicas en G. vaginalis. La caracterizacion por immunoblot de |os antisueros obtenidos a
partir de 2 biotipos diferentes (1 y 4) evidencio que ademés de las variaciones bioquimicas en G.
vaginalis existe heterogeneidad antigénica entre diferentes cepas.

Biochemical and antigenic characterization of different Gardnerella
vaginalis isolations

Summary

Diverseisolations of Gardnerella vaginalis with differences in the biochemical pattern, which were
associated or not with the presence of symptoms of bacterial vaginosis, were identified for the first time
n Cuba. There have been described phenotypical variations of Gardnerella vaginalis related to
biochemical tests that have allowed to classify this species in different biotypes that in some cases are
connected or not with bacterial vaginosis. The biotype 1 was the commonest, for which the hypurate
hydrolisis, the 3 galactosidase and lipase activity were positive. Antiserawere obtained in rabbits from 2
strains of Gardnerella vaginalis corresponding to biotypes 1 and 4, which showed a different behavior
by immunoblotting against isolations corresponding to different biotypes. This suggests the possibility
of aserological differentiation between isolations of Gardnerella vaginalis.
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