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RESUMEN

Para la obtencién de un latex globulina @wirdnerella vaginalise obtuvieron inmunosueros especificos, contra una cepa de referencia
(ATCC 14018) y contra upool de cepas de aislamientos clinicos; estos inmunosueros se caracteriZedGEp&D S inmunoblotting,

donde se observo una estrecha relacion antigénica entre las cepas de aislamientos clinicos y la cepa de referenciaodsatedaiguga
globulina obtenidos a partir de estos 2 inmunosueros fueron evaliragids y se obtuvo un nivel de deteccién® 1@c/mL de
Gardnerella vaginalisEstos 2 conjugados también fueron evaluados a partir de muestras clinicas y se compararon con el cultivo de
G.vaginalisy los criterios tomados en cuenta para el diagnéstico de la vaginosis bacteriana. El conjugado latex glolpolihadenti

cepas (Il) resulté mas sensible y especifico, que el latex globulind.argginaliscepa ATCC (l).

Descriptores DeCS: GARDNERELLA VAGINALIS/aislamiento y purificacion;VAGINOSIS BACTERIANA/diagnostico; TESTS

DE FIJACION DE LATEX.

El ecosistema vaginal es un medio complejo
gue consiste en la interrelacion entre la microflora
enddgena, sus productos metabdlicos, los niveles
de estrégeno y el pH. La vaginosis bacteriana se
produce cuando se altera el ecosistema local por la
accion de antibiéticos, hormonas, medicamentos,
contraceptivos ( oral y topicos), enfermedades de
transmision sexual, estrés y los cambios de pareja.

La etiologia de esta enfermedad no esta
totalmente definida, aunque desempefia un papel
importante el reemplazo de Ibactobacillus spp
predominantes en la flora vaginal @ardnerella
vaginalis en asociacion con otras bacterias
anaerobias y aerobias entre las que predominan:
Peptoestreptococcus spp, Bacteroides spp,
Mycoplasma hominis, Peptococcus spipacilos
curvos anaerobios correspondients®ailuncus
curtisii y Mobiluncus mulierig® La vaginosis
bacteriana resulta una infeccion molesta por la
abundante secrecién y el olor caracteristico que
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provoca, asi como su recurrencia. En ocasiones se
asocia también con fiebre posoperatoria,
endanetritis, salpingitis, inflamacién pélvica, riesgos
de infertilidad y otras complicaciones ginecoobstétricas
como la infeccién del fluido amnidtico y el bajo peso
al nacer:®

El diagndstico tradicional de la vaginosis se basa
en el examen clinico y la identificacion de 3 de los
4 criterios propuestos pAmsely otros: secrecion
vaginal homogénea, el pH superior a 4,5, prueba
de olor a aminas con KOH positiva y presencia de
células guias. También se reportan la deteccion de
las diaminas producidas por el metabolismo
bacteriano durante esta infeccion a través de
electroforesis y cromatografia en capa delgada;
estas pruebas resultan laboriosas y consumen
tiempo®*°Harvard Davisen 199% desarroll6 una
variante mas rapida y menos laboriosa de la prueba
de aminas. La inmunofluorescencia indirecta, los
inmunoensayos ligados a fase solida y lareacciéon
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en cadena de la polimerasa con la utilizacion de los
genes delos RNA ribosomales 16s 'y 23s, también
se han usado en la deteccionGlevaginalist?14

Este trabajo tiene como objetivo la obtencion
de un conjugado latex inmunoglobulina para la
deteccion rapida d&. vaginalisen muestras
clinicas.

METODOS

Cepas:La cepa 14018 procedente de la
American Type Collection Culturd&TCC) y
4 cepas obtenidas a partir de aislamientos clinicos
identificadas por Api 20 Strep y denominadas 18,
11,13y L.

Medios de cultivoagar Columbiay suplemento
de antibiéticos procedente de la Oxoid enriquecido
con sangre humana 5 % y medio liquido Casman.
Los cultivos en placas se incubaron en jarras con la
utilizacion de sobres de anaerobiosis.

Obtencién de antigeno de la cepa 14018 y de
los aislamientos clinicosse realizaron pases
sucesivos en volimenes de 5, 50, 250 mL de medio
Casman. Hlultivo final se centrifug6é 12 000 gravedades
durante 30 min. y se realizaron 3 lavammssolucion
salina, el sedimento final se resuspendié en 5 mL
de solucion salina y se sonicé con 5 ciclos de 20
amplitudes y de 10 s cada uno. Se determino la
concentracion de proteinas por el método de Lowry
modificado®®

Obtencion de los inmunosuerss inmunizaron
2 carneros raza Pelibuey con 2 antigenos, | (a partir
de la cepa 14018) y li(mezcla de las 4 cepas de
aislamientos clinicos) en una dosis de 2 mg/ mL de
proteina. Los inmunosueros se evaluaron por
inmunodifusion doble con agarosa 1 % alos 10 d de
cada inoculacion. Cuando se alcanzaron titulos altos
se precipitaron las inmunoglobulinas totales con sulfato
de amonio 70 % y sdializaron contra tampon
glicina.

Caracterizacion de los antigenos de las cepas
clinicas y de la cepa ATCC por electroforesis en
gelde poliacrylamida SDS-PAGE segun la técnica
de Laemmli® Los antigenos se utilizaron en

concentracion 1 mg/mL diluidos baffermuestra
(62,5 mmol tris HCI pH 6,8, 10 % mecaptoetanol,
0,25 % bromofenol azul, 5 % glicerol y 2 % de
SDS). Se utilizé un patrén de peso molecular de
amplio rango de la Biorad. La determinacion de los
pesos moleculares se realiz6 por el método de los
minimos cuadrados, mediante el sistema
automatizado para el analisis de electroforesis
bandas (ISACA. Bandas-Grupo de Cibernética.
Centro de Bioplantas. 1994).

La bandas separadas por SDS-PAGE se
examinaron por inmunoblottig segun
procedimiento descrito pdkynsey Andersent’
las proteinas se transfirieron a nitrocelulosa y se
enfrentaron con el inmunosuero de carnero obtenido
con el antigeno | y conjugado anti-IgG de carnero,
diluidos en tampdn fosfatween20 (PBS-T).

Preparacion del conjugado latex-inmunoglobulina
A partir de los 2 inmunosuerobtenidos se prepararon
2 conjugados | y II. Se utilizaron particulas de latex
de poliestireno de 0,81 um a 10 %, albamina sérica
bovina 1 % diluida en tampédn glicina pH 8,2. Se
evaluaron diluciones de los conjugados frente a
suspensiones de. vaginalisde 16, 10, 10,
10° ufc/mL y otros microorganismosCandida
albicans 1 ufc/mL, 10 Trichomona vaginalis
10® ufc/mL de Escherichi a coli, Streptococcus
agalactiae y Listeria sp)Se utilizaron tampén
glicina y solucién salina como controles negativos,
asi como un conjugado latex-inmunoglobulina de
carnero no inmunizado diluido 1/64.

Ambos conjugados se evaluaron en muestras
clinicas tomadas del fondo del saco vaginal de
pacientes que se atendian en el hospital
ginecoobstétricd'Ramén Gonzélez Cotoy se
compararon con el cultivo microbiolégico para
G. vaginalisy los criterios establecidos pdmsel
para el diagnéstico de la vaginosis bacteriana.

RESULTADOS

Se obtuvieron inmunoglobulinas con titulo de
1/64 por IDD a los 73 d posinmunizacién con el
antigeno 'y alos 103 d con el antigeno II.



CARACTERIZACION POR SDS-PAGE E
INMUNOBLOTTING

La cepa ATCC 14018 y las 4 cepas de
aislamiento clinico mostraron un patron
electroforético similar. Enodas la cepas se
encontraron las bandas de 90 K, 65 K, 48 K, 35 K,
28 Ky 19 K. Las bandas de 109 Ky 54#&lo
estaban presentes en la cepa 14018 ATCC y en
2 aislamientos clinicos 18 y 11( fig. 1).

En la optimizacion de las condiciones del
inmunoblotting la concentracién de 500 pg/mL
permitié una buena resolucion en la separacion y
transferencia de ldmndas. Las diluciones 6ptimas
de los sueros de carnero y el conjugado anti- 1IgG
fueron de 1/100y 1/1000, respectivamente. Se detectd
gue el suero control negativo reconocio 2 bandas de
74y 53 K en todos los aislamientos clinicos, pero la
intensidad de la sefal fue muy débil.

El antisuero obtenido a partir de la cepa 14018
reconocioé las proteinas de 90K, 74 K, 65K, 48 K
y 35 K en todas las cepas analizadas, lo que
demuestra la estrecha relacion inmunogénica entre

Fig. 1. PAGE-SDS de los aménos
de G. vaginalis De izquierda a
derecha: cepa 11, 13, 18 y cepa
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éstas (fig. 2). Por otra parte el inmunosuero
obtenido por inmunizacién con el inmunégeno |l
solo reconocié las bandas de 65 K, 48 Ky 35K en
todas las cepas.

Las diluciones dptimas de los conjugados latex-
-inmunoglobulina | y Il fueron 1/64 y 1/16,
respectivamente; no se observo aglutinacion con la
solucion salina, el tamp6n glicina ni con las
suspensiones de los microorganismos incluidos en
el estudio. En esta dilucion el conjugado | detecto
10 ufc/mL de todas las cepas@evaginalisy el
conjugado 11, 10 de las cepas 18 y 13, y’1@e
las cepas L, 11y 140018 ATCC.

Las tablas 1y 2 muestran los resultados de la
evaluaciéon de ambos conjugados en el Hospital
“Ramon Gonzalez Coro”. Del total (41) de muestras
9 fueron indeterminadas porque aglutinaron con el
conjugado latex control negativo. En la tabla 1 se
observa la comparacion de ambos conjugados con
la identificacion microbiologica d8. vaginalisy
en la tabla 2 en relacion con el diagnéstico de la
vaginosis bacteriana al considerar positivo 3 de los
criterios propuestos poAmsely otro$ (células
guias, amino olor, pH y secrecion vaginal).

200 KDa

116 KDa
97 KDa

66 KDa

31 KDa

14 KDa

ATCC 14018 y patrén de PM.
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TABLA 1. Comparacion de los latex inmunoglobulina 'y Il con el
cultivo microbiol6gico dé&s. vaginalis

Cultivo Sensibilidad Especificidad  Coincidencia

Latex |  + -
+ 810
- 212
Latex I+ -
+10 4
- 018

80 % 54,5 % 62 %

100 % 80,4 % 87 %

TABLA 2. Comparacion de los latex inmunoglobulina | y Il con el
diagnostico de vaginosis bacteriana

Vaginosis
bacteriana Sensibilidad Especificidad Coincidencia

Latex | + -
+ 9 8 82 % 62 % 69 %
- 2 13

Latex Il + - 73 % 71 % 71 %
+ 8 6
- 3 15

DISCUSION

Las bandas de 65 K, 48 Ky 35 K reconocidas
por el antisuero Il evidencian la prevalencia
antigénica de estas proteinas, pues este antisuero
se obtuvo a partir de la mezcla de 4 aislamientos
clinicos. El latex conjugado con este antisuero
presentd una sensibilidad superior al latex | con
respecto al cultivo microbioldgico y a la vaginosis

Patrén, 1 suero negativo / cepa 18; 2
inmunoglobulina 1/cepa 18; 3 suero
negativo / cepa 13; 4
inmunoglobulina 1/cepa 13; 5 suero
negativo / cepa 11; 6
inmunoglobulina 1/cepa 11; 7 suero
negativo / cepa ATCC; 8
[ inmunoglobulina 1/cepa ATCC; 9 suero
! negativo / cepa ATCC; 10
i inmunoglobulina 1/cepa ATCC.
, Fig. 2. Inmunoblotting de la
inmunoglobulina | de carnero frente a
los antigenos de la cepa ATCC 14018 y
3 aislamientos clinicos de esta especie.

bacteriana. Ambos latex presentaron una
coincidencia mayor con respecto al cultivo para
G. vaginalis mientras ésta fue menor en relacion
con los criterios de amino olor, pH y a la presencia
de células guias como indicadores de vaginosis
bacteriana. Esto se debe a que los parametros
considerados, también pueden ser provocados por
el efecto de otras bacterias que jur® &aginalis
provocan la vaginosis bacteriat&°Estos
resultados difieren de los obtenidos@bbowdy
otros® al evaluar utestrapido para el diagndéstico

de vaginosis bacteriana basado en la deteccion de
diaminas, la sensibilidad y especificidad fueron 86
y 81 % respectivamente en relacién con el cultivo;
sin embargo la coincidencia de estos valores fue
mayor cuando se compard con los criterios de
Amse] 97 y 83 % con respecto a las células
indicadoras, 94y 84 % con respecto a la presencia
de aminas.

Los sintomas clinicos no son suficientes como
criterio para determinar la presencia de vaginosis
bacteriana. Los parametros propuestosimsel
gue tienen un uso tradicional en el diagnéstico de
esta enfermedad también presentan limitaciones, la
prueba positiva de aminas revelada por la adicion
de hidréxido de potasio 10 % que provoca un olor
caracteristico, es también posible encontrarla en
mujeres con tricomoniasis; de manera que se plantea
gue esta prueba tiene un valor predictivo en forma
exacta de 94 %.



Por otra parte el cultivo microbiolégico de
G. vaginals resultainsuficiente para este
diagnostico, pues ademas de ser costoso para un
uso rutinario, se debe tener en cuenta que de 5 a
60 % de las mujeres sanas pueden portar esta
bacteria, de manera que el cultivo resultaria en
muchos casos engafioso ademas de conducir al
sobretratamiento médico. Los cultivos presentan
un valor productivo de 41 %.

La posibilidad de disponer de un ensayo cuyo
fundamento sea la deteccion @e vaginalisen
una concentracion superior a®1fc/mL resulta
atil, si se tiene en cuenta que a pesar de la
naturaleza polimicrobiana de la vaginosis bacteriana,
G. vaginalisse reconoce como el principal agente
causaFk® ademas su propio metabolismo facilita
la implantacion de las bacterias anaerobidlsos
resultados obtenidos en la evaluacion de los
conjugados latex globulina l y Iy la comparacion
con los diferentes parametros establecidos como
diagndstico de rutina de esta entidad revelan una
especificidad y sensibilidad adecuadas, pero se
recomienda que se continle evaluando en un
ndamero mayor de muestras.

SUMMARY

To obtain an antzardnerella vaginalisatex globuline, specific
immunosera to reference strain (ATCC 14018) and to a clinical
isolation strain pool were produced. These inmunosera were
characterized using PAGE-SDS and inmunoblotting where a close
antigenic relation between the clinical isolation strains and the
reference strain was observed. The latex globuline conjugates
obtained from these 2 inmunosera were evaluatedtro with a
resulting level of detection of 10 ufc/mL ddardnerella
vaginalis These two conjugates were also evaluated in clinical
samples and compared with the 6 vaginalis culture and the criteria
considered for diagnosing bacterial vaginosis. The anti-strain
pool (Il) latex globuline conjugate turned out to be more sensitive
and specific than ant. vaginalis ATCC strain (I) latex
globuline.

Subject headings: GARDNERELLA VAGINALIS/isolation and
purification; VAGINOSIS, BACTERIAL/ diagnosis; LATEX
FIXATION TESTS.
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