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Evaluacion de diferentes medios liquidos para el cultivo
de Gardnerella vaginalis y caracterizacion del perfil
de proteina por electroforesis PAGE-SDS
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RESUMEN

Se evaluaron 3 medios de cultivo liquidos caldo triptosa soya suplementado con suero equino (CTS-se) / sin suplemento (CTS)
y caldo Casman (CC) en diferentes condiciones de incubacion: 10 % de CO, y en condiciones aerobias. No hubo diferencias
significativas en los valores de densidad Optica para los medios CTS-sey CC. Sin embargo, al establecer € perfil de proteinas por
PAGE- SDS para las condiciones evaluadas, la presencia de la proteina de 14 kDa 'y los valores de densidad Optica permitieron
la seleccion del medio CC para € cultivo de Gardnerella vaginalis. Se estudi6 la sensibilidad a diferentes pH en este medio,
resultd éptimo el pH 7,2 y se establecio la cinética de crecimiento. El andlisis por PAGE-SDS de las células completas
correspondientes a diferentes aislamientos clinicos de G. vaginalis con variaciones bioquimicas permitio caracterizar el perfil

de proteinas en este medio y mostré similitud entre los aislados.

DeCS: GARDENELLA VAGINALIS/ crecimiento & desarrollo; VAGINOSIS BACTERIANA; MEDIOS DE CULTIVO;

ELECTROFORESIS EN GEL DE POLIACRILAMIDA.

Lavaginosisbacteriana(VB) esunainfeccion
vaginal molesta que se presenta en mujeres en
edad reproductiva. Se caracterizapor unadescarga
homogéneablanquecinaconfetidez.1*LaVB tiene
lugar cuando sealterael ecosistemavaginal por la
accion de antibioticos, hormonas, estrés y
enfermedades de transmision sexual; o cual
conduce a un reemplazo de los Lactobacillus sp
predominantesen lafloravaginal por Gardnerella
vaginalis en asociacion con otras bacterias
anaerobias: Bacteroides sp, Prevotella sp,
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Mobiluncus sp y Peptostreptococcus sp.*+®
G. vaginalisse haconsiderado el principal agente,
pues presenta varios factores que facilitan su
patogenicidad, una glicoproteina de 120 kDa que
posee una elevada afinidad por la lactoferrina
humana’®y una citolisina que acta sobre las
células del amnios.®

Lamayor cantidad de formulaciones reportadas
en la literatura para € cultivo de G. vaginalis se
refieren amedios sdlidos. A pesar delaimportancia
de estos medios como herramientas para el
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diagnostico de enfermedades infecciosas, alln no
se han esclarecido totalmente las leyes que rigen
el crecimiento de los microorganismos en las
colonias. En cambio, este aspecto hasido abordado
en los cultivos liguidos donde ademés es posible
conocer la cinética de crecimiento, cuestiones
relacionadas con el metabolismo del microor-
ganismo y obtener altos rendimientos de biomasa
celular.® Sin embargo, para G. vaginalis existen
pocas formulaciones, la mayoria utilizan como
suplemento sangre humanay 10 % de CO, .***°

En la identificacion de G. vaginalis se ha
descrito un nimero importante de variaciones
fenotipicas.2® Piot y otros en 1984 desarrollaron
un sistemadetipificacion establ eciendo 8 bi otipos
diferentes.’® Benito y otros utilizaron un sistema
de tipificacion modificado que incorpora la
fermentacion deazlcaresy encontraron 17 biotipos
diferentes.'” También se han utilizado las técnicas
moleculares como €l andlisis de restriccion del
ADN ribosomal amplificado (ARDRA), disponible
en el reconocimiento de al menos 3-4 genotipos
diferentes de G. vaginalis.® Los andlisis de
proteinas por electroforesis en geles de
poliacrilamida PAGE- SDS también constituyen
unaherramientaen lossistemas detipificacion para
microorganismos, en los cuales se observan
variaciones como es el caso de G. vaginalis.®®Sin
embargo, en la literatura sobre la teméatica no se
han encontrado trabajos relacionados con los
perfilesde proteinas caracterizados paradiferentes
aislamientos de este género, los cuales serian de
utilidad fundamentalmente para el estudio de
proteinas expuestas de superficie, que podrian
constituir blancos de larespuestainmune.

Los autores de este trabajo se propusieron
como objetivo evaluar diferentes medios liquidos
para la multiplicacion de G. vaginalis de modo
reproducible, definir el pH Optimo en e medio
seleccionado, establ ecer lacinéticade crecimiento
en estas condiciones y caracterizar el perfil de
proteinas por electroforesis en geles de
poliacrilamida de G. vaginalis en el medio de
cultivo seleccionado, asi como conocer el
comportamiento en este de diferentes aislamientos
de G. vaginalis.

METODOS

Cepa: se empled la cepa de Gardnerella
vaginalis 14018 prodecente del American Type
Collection culture (ATCC).

Medios de cultivo: se evaluaron 3 medios de
cultivo caldo triptona soya (CTS), CTS
suplementado con suero equino 10 % (CTS-se),
caldo Casman (CC) que tiene la composicion
siguiente: peptona 10 g/L, extracto decarne3 g/L,
triptosa 10 g/L, dextrosa 0,5 g/L, almidon 1 g/L,
acido p-aminobenzoico 0,05 g/L y nicotinamida
0,05¢/L.

Preparacion de los preindculos: se partié de
un ampula de la cepa de G. vaginalis 14018, la
cual se resupendio en 500 pL de solucién salina
estéril 0,9 %, se sembraron 100 L en placas de
agar Columbia (Oxoid) suplementado con sangre
humana 5 % y SR119E (Oxoid) antibidticos. Las
placas se incubaron durante 48 h con 10 % de
CO, (sobres Anaerogen, Oxoid). A partir de una
coloniadd cultivo serealizd unasegundasiembra
masivaen el mismo medio y seincubd eniguales
condiciones. El cultivo serecogio en solucién salina
0,9 %y seutilizé como preindeul o considerando un
volumen correspondientea4 % del medio ainocular.
Seutilizarontubosdecrigtd (16 x 150 mm) queconte-
nian4,5mL delosmediosdecultivo.

Los cultivos se incubaron en condiciones
aerobiasy en atmasfera con 10 % de CO, y 90 %
de O,. Ladeterminacion delaconcentracion celular
serealiz6 mediantelalecturadeladensidad optica
(DO) a 540 nm. Los valores de DO y pH se
procesaron seglin € andlisisdevarianzaunifactorial
por rango, Kruskal wallis.?®

La biomasa celular se concentré y se
eliminaron los componentes del medio mediante
centrifugacion a 800 g y 3 lavados con solucion
salinaen igual es condiciones, la concentracion se
gjusté por turbidimetriamediantelalecturade DO
alalongitud de ondade 640 nm paraunaDO final
de 0,9. Se adiciond igual volumen de solucion
amortiguadoradiluyente delamuestray setrataron
por calor a100 °C durante 5 min.2 Los polipéptidos
se separaron el ectroforéticamente, en un sistema
de soluciones amortiguadoras con gel concentrador
5 % y gel separador 12,5 %. Las corridas se



realizaron en minigeles (Bio rap Mini Protean Il
Dual Slab Cell Bio-Rap) utilizando un voltgje
constantede 20 V/cm degel. Seutiliz6 un marcador
de peso molecular de amplio rango procedente de
Sigma. Pararevelar los geles se utilizo latincion
con plata como se describe por Sambrook.?2 A
continuacion se procesaron |os geles mediante un
equipo AcerScan Prisa 620P y se utilizo el
programa Kodak digital science ID, a través del
cual sedeterminé el peso molecular de cadabanda
por unandlisisderegresidnincluido en estesistema

Se evaluaron diferentes pH iniciales (5- 6-
6,5- 7,2- 8- 8,5) en el medio liquido seleccionado
y se realiz6 la lectura de los valores de DO a
las 18 h deincubacion; parael andlisis estadistico
se utilizd la prueba de rangos multiples de
Duncan (p< 0,05).

Cinética de crecimiento: a partir de una
suspension de G. vaginalis obtenida como se
describe anteriormente seinocularon erlenmeyers
con 50 mL de caldo Casman, estos cultivos se
incubaron en aerobiosis a 37 °C, en condiciones
estéticas durante 16 h. Y se utilizd6 como
preindcul o para erlenmeyers que contenian 250
mL de caldo Casman, en los cuales se siguio la
cinéticade crecimiento; los cultivos seincubaron
en condiciones estaticas y de agitacion a
90 y 120 rpm en zaranda orbital termostatada
Biozart-2013 durante 16 h, seincluyeron 3réplicas
paracadaunoy setomaron muestrascada2 h. La
medicion delaconcentracion celular serealizé por
turbidimetriay se determin6 laDO aunalongitud
de onda de 540 nm.

Andlisis estadistico: se calcul6 la velocidad
especificade crecimientoy € tiempo de generacion
paracadavariante por gjuste con el método delos
minimos cuadrados y |os resultados se analizaron
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mediante la pruebano paramétricaWilconson test
con un nivel designificacion de0,05.

Parala caracterizacion del perfil de proteinas
de diferentes aislamientos de G. vaginalis
cultivados en caldo Casman se utilizaron 5 ais-
lamientos de estabacteria, identificados segun los
criterios de Catlin* y el sistema Api 20 Strep
(Biomeriuex), los cuales difieren en el perfil
bioguimico segun Piot y otros.'® Las cepas se
clasificaron como: cepa 14018y 256 corresponden
a biotipo 1, aidamientos 18y 274 d biotipo4y los
aidamientos 13y L al biotipo 5. Estosaidamientos
se multiplicaron en tubos de caldo Casman durante
16 ha37°C en condiciones aerobias. Los cultivos
se concentraron a 800 g y Se procesaron para su
anadlisis por PAGE-SDS como se describié
anteriormente.

RESULTADOSY

Evaluacion de diferentes medios de cultivo
y condiciones de incubacién

En latablase muestran losvaloresde DO y pH
final acanzadosenlos3 mediosevaluadosalas16 h
enlas condicionesdeincubacion (aerobiay 10 % de
CO,). Seobservaron diferencias significativas entre
los valores de DO del medio CTS y los medios
CTSsey CC, asi como losvaloresde pH en ambas
condiciones de incubacion para una p< 0,05. Los
medios CTS-se y CC mostraron capacidades
superioresparad crecimiento del microorganismoy
cuando se sembraron en medio solido serecuperaron
las colonias tipicas, lo cua no fue posible en CTS.
Sinembargo, entrelosvaoresde pH fina acanzados
por los cultivos en estos medios se encontraron

TABLA. Vaores de DO y pH fina de los cultivos de la cepa de G. vaginalis ATCC
14018 en los medios de cultivo CTS, CTS-se, CC incubados en condiciones aerobias

y con 10 % de CO,

Medios

de cultivo Condiciones aerobias 10 % de CO,

CTS 0,117 £ 0,008 b 7,01+0,01b 0114+000b 7,01+ 0,016 b
CTS-SE 0,562 + 0,058 a 66 +018a 0542+002a 656+014a

cC 0,553+ 0,029 a 510+ 002c 0541 +0,023a 493+032c

n=3 Letras desiguales indican diferencias significativas (p < 0,05)
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diferencias significativas. Los cultivos en & medio
CTS-sedcanzaron un pH entre 6,56-6,60, mientras
gue para e medio Casman estos valores fueron
inferiores4,96-5,1.

Al analizar el perfil de proteinas por PAGE-
-SDS (fig. 1) se observo un patron similar para
todas |as variables evaluadas, se identificaron 14
proteinas que comprenden 10s pesos moleculares
relativos siguientes: 14, 18, 20, 33, 36, 42, 45, 48,
52, 55, 61, 84, 90, 97 kDa. La proteina de
aproximadamente 14 kDa se expresd en todas las
variantes, excepto para los cultivos en el medio
CTS-se cuando se incubaron en aerobiosis.

Efecto del pH en el medio seleccionado para
el crecimiento de G. vaginalis

En la figura 2 se puede comprobar que a
pH 7,2 se obtuvieron los valores més altos de
DO delos cultivos de G. vaginalis en el medio
CC, aungue los valores de 6 y 6,5 también
permitieron la multiplicacién de la bacteria.
Como muestran los resultados, a pH 5 los
valores de DO, no evidencian crecimiento de
G. vaginalis. Sin embargo, una vez sembrada
una alicuota de los cultivos en el medio sélido
se observaron las colonias de G. vaginalis, en
todos los cultivos excepto paralos pH 8y 8,5.

180 kDa
116 kDa
97 kDa
66 kDa
48 kDa

29 kDa

18 kDa

14 kDa

Fig. 1. Caracterizacion de las proteinas por electroferesis
PAGE-SDS, de izquierda a derecha: 1: marcador de peso
molecular, 2: medio de cultivo CTS-se en condiciones
aerobias, 3: CTS-se en 10 % de CO, , 4: medio CTS-se sin
inocular, 5: medio CC en condiciones aerobias, 6: CC en
10 % de CO,,

Cinética de crecimiento en CC

La figura 3 muestra el resultado de las
cinéticas de crecimiento a las 3 velocidades de
agitacion. Los cultivosestéticoy agitado a90 rpm
desarrollaron desded inicio unafase decrecimiento
logaritmica cuya duracién resulté entre 10y 12 h
respectivamente, mientras en el cultivo agitado a
120 rpm se evidenci6 unafase delatenciacortade
2 hqueno fue observadaen las demés condiciones
evaluadas. Lafase estacionariaseinicio alas10 h
para € cultivo estético y alas 12 h para ambos
cultivosagitados.

Aunguelosvaloresde DO del cultivo estético
fueron superiores con respecto a los cultivos
agitados a 90 y 120 rpm, no se encontraron
diferencias significativas entre las velocidades
especificas de crecimiento para las 3 variables
estudiadas con una p< 0,05.
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Fig. 2. Comparacion del cultivo de G. vaginalis en caldo Casman
a diferentes pH.
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Fig. 3. Cinética de crecimiento para la cepa de Gardnerella
vaginalis ATCC 14018 en caldo Casman en condiciones estéticas
y agitacion 90 y 120 rpm.



Caracterizacion de diferentes aislamientos de
G. vaginalis cultivadas en el medio seleccionado

De modo general los patrones de proteinas
por PAGE-SDS entre diferentes aislamientos de
G. vaginalis con respecto ala cepa 14018 fueron
similares (fig. 4), aunque existen diferencias en
algunas bandas fundamentalmente basadas en la
intensidad y movilidad. Las bandas de bajo peso
molecular 14 y 18 kDa muestran una fuerte sefial
en todos los aislamientos. Las siguientes bandas
20, 33, 52, 58, 78 y 90 kDa estan presentes en
todaslas cepas. Las bandas de 48, 61y 84 kDase
expresan en la cepa de referencia 14018.

180kDa
116 kDa
97 kDa
66 kDa
48 kDa

29 kDa

18 kDa

14 kDa

Fig. 4. Caracterizacion de las proteinas expresadas en diferentes
aislamientos clinicos: (AC) de G. vaginalis cultivados en CC, de
izquierda a derecha cepa ATCC, AC256, AC 13, AC18,ACL Yy
AC 274 patrén de peso molecular.

DISCUSION

La diferencia encontrada en cuanto a los
valores de pH para los 2 medios de cultivo
evaluados puede deberse a unamayor conversion
delafuente de energiaen &cidoy por consiguiente
mayor excrecion de productostoxicos producto del
crecimiento celular. El medio Casman contiene 2
fuentes de carbono: dextrosay amidon, ambas son
utilizadas por G. vaginalis y a partir de la
fermentacidn de las mismas esta bacteria puede
dar lugar a acido acético, mientras el medio
CTS-se solo contiene dextrosa.

Con respecto a la proteina de 14 kDa, aun
cuando no se conoce su funcion, se puede plantear
que su expresion no depende de la composicion
del medio, sino de la interaccion de este con la
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atmosfera de incubacion. Se esta en presencia de
un proceso comin para muchos microorgani smos
anaerobiosfacultativos, los cualesresponden alos
contrastes particulares de sus diversos ambientes
através delaexpresion y/o represion de un grupo
de genes disefiados para conferir una ventaja
selectiva bajo condiciones ambientales es-
pecificas.?®

Aunque para el cultivo de muchos
microorganismos se utiliza como suplemento €l
suero, la tendencia es a su sustitucién por otros
componentes con menores posibilidades de
variaciones, pues en los sueros la composicién
puede variar en virtud del animal de procedencia,
su estado de salud, asi como delas condicionesde
almacenamiento.?* El medio Casman es
recomendado para el aislamiento de microor-
ganismos“fastidiosos’, que requieren unatension
reducidade oxigeno. En estetrabajo se selecciond
este medio de acuerdo con los aspectos siguientes:
losvaloresde DO delos cultivos en este medio en
los 2 ambientes atmosféricos utilizados no difieren
significativamente. Por otra parte, € patrén de
proteinas caracterizado por PAGE-SDS, también
resulté similar en las 2 atmdsferas de incubacion
utilizadas, lo cual permiteprescindir delaincubacion
en presencia de CO, para la multiplicacion del
microorganismo.

A pH 7 se obtuvieron los valores més altos de
DO como expresion del crecimiento del
microorganismo, aunque Greenwood y Picket!?
plantean que el pH optimo para el crecimiento de
G. vaginalis es 6, los resultados coinciden con los
obtenidos por Boskey y otros® quienes reportan
un pH 7 optimo para el crecimiento in vitro de
G. vaginalisy pH asimptético en un rango de 4,7
a 6,0, estos valores también coinciden con los
obtenidosen e cultivo en CC.

La recuperacion de colonias de G. vaginalis
en medio solido, posterior alaincubacion durante
16 h en un medio liquido apH 5, evidencia que a
este pH las células conservaron su viabilidad
después de 16 h. La tolerancia de G. vaginalis a
las condiciones &cidas pudieraexplicar su presencia
en lavagina en concentraciones bgjasaeste pH y
justificar el alto porcentaje de colonizacién
detectado por cultivo en muestras de mujeres
asintomaticas. En este sentido Jansen® plantea
gue G. vaginalis y Prevotella anaerobius son
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entre |os microorganismos mas comunesdelaVB
los mas resistentes a la acidificacion presente en
lavagina, producto delaactividad de Lactobacillus
sp. La acidificacion se considera uno de los
mecanismaos protectoresenlavaginay serelaciona
con la disminucién del riesgo a infecciones
vaginales.?

A diferencia del cultivo estético, con la
agitacion se homogeniza €l cultivo, se logra una
distribucién uniforme de oxigeno y nutrientes, que
permite seincrementelavel ocidad de crecimiento
y los indices de biomasa.?*

Sin embargo, los resultados del cultivo de
G. vaginalis en agitacion no muestran estos
efectos. Durante la agitacion también se
incrementa la concentracién de oxigeno, lo cual
puede impedir el crecimiento para algunos
microorganismos anaerobios facultativos por €l
agotamiento del potencial reductor celular, las
células pueden morir debido a la formacion de
peréxido de hidrégeno (H,0,) y de otros
intermediarios activos del oxigeno incluido el
superoxido (0%).2 Atendiendo a estos aspectos
serecomiendael cultivo en condiciones estaticas,
laagitacion deloscultivos pudieraser satisfactoria
S se suministrara a estos una inyeccion de CO.,,

Lasproteinasde 33, 42, 48, 52, 58, 90, asi como
las bandas de 61 y 84 kDa, a pesar de provenir de
células compl etas coinciden con el peso molecular
reportado paraproteinas de membranapor Jarosik
y otros,” en un estudio relacionado con los
requerimientos de hierro de G. vaginalis, en €l
cua realizaron la caracterizacién de la expresion
de proteinas de membrana en ausencia de hierro.

En conclusion, serecomiendael uso del medio
CC a pH 7,2 en condiciones aerobias para la
multiplicacién de G. vaginalis de modo
reproducible. Se reportd € perfil de proteinas de
células completas caracterizado por PAGE-SDS
a partir del cultivo de G. vaginalis en estas
condiciones, que abarca desde 14 hasta97 kDa, €
cual podria considerarse como un sistema de
control delamultiplicacion del microorganismoy
adicionarse como un sistema de subtipge y cla-
sificacion para aislamientos con diferencias
fenotipicas. Ademés, a estudiar la influencia del
pH en el cultivo de este microorganismo seria
conveniente el estudio de cémo se regulan las
proteinas de membrana bajo €l efecto del pH, lo

cual puede probar ser importante en el
entendimiento delapatogénesisde estaenfermedad
gue de modo general esta regulada por € pH.

SUMMARY

3 liquid culture media: triptose soya broth supplemented with
equine serum (TSB-es)/without supplement (TSB) and Casman
broth (CB) were evaluated under different incubation conditions
at 10 % of CO, and under aerobic conditions. There were no
significant differences in the values of optic density for the
TSB-es and CB media. However, on establishing the protein
profile by PAGE-SDS for the evaluated conditions, the presence
of protein of 14 kDa and the values of optic density alowed the
selection of the CB medium for the culture of Gardnerella
vaginalis. The sensitivity to different pH in this medium was
studied. pH 7.2 proved to be optimum and it was established its
growth cynetics. The analysis by PAGE-SDS of the complete
cells corresponding to different clinical isolates of G. vaginalis
with biochemical variations made possible to characterize the
protein profile in this medium and showed similarity between
the isolates.

Subject headings: GARDENELLA VAGINALIS/ growth &
development; VAGINOSIS, BACTERIAL; CULTURE MEDIA;
ELECTROPHORESIS, POLYACRYLAMIDE GEL.
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