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Resumen: La vaginitis es un diagnostico comuin en ginecologia. Su presencia obedece a diversas causas, algunas ain desconocidas. Bac-
teroides fragilis es el anaerobio mas importante desde el punto de vista clinico. Entre otros factores de virulencia, algunas cepas producen
una enterotoxina asociada con diarrea. Estas cepas han sido aisladas tanto de muestras intestinales como extra intestinales. Por la existen-
cia de procesos inflamatorios en la mucosa cérvico-vaginal de etiologia desconocida se investiga a B. fragilis enterotoxigénico en pacien-
tes con vaginitis. Se procesaron 140 muestras de pacientes y 40 de controles sanos. De las pacientes sintomaticas se aislaron 15 cepas de
B. fragilis y ninguna en los controles (P<0,05). Posteriormente, fueron cultivadas en anaerobiosis, usando caldo cerebro-corazén suple-
mentado con vitamina K; y hemina durante 48 horas a 36°C. El sobrenadante se obtuvo por centrifugacion y su actividad se ensay6 en
células HT-29. Doce (80%) cepas produjeron alteraciones en la monocapa celular, manifestada por desprendimiento, disolucion de los
acumulos, expansion y disgregacion de las células, superando en algunos casos la toxicidad observada en el control positivo. En siete
pacientes, B. fragilis enterotoxigénico no estuvo asociado a patégenos especificos. La presencia de B. fragilis enterotoxigénico en pacien-
tes con vaginitis plantea la necesidad de definir su papel en la etiologia de esta entidad clinica.
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Enterotoxigenic Bacteroides fragilis isolated from patients with vaginitis

Abstract: Vaginitis is a common diagnosis in the centers of gynecological attention. It is due to several causes, some even unknown.
Bacteroides fragilis is the most important anaerobe in clinical practice; some strains produce an enterotoxin associated with diarrhea.
Enterotoxigenic B. fragilis has been isolated from intestinal as well as extra intestinal samples. Because inflammatory processes unknown
etiology it was investigated B. fragilis in the cervical-vaginal mucous in the patients with vaginitis.

140 samples were processed from symptomatic patients and 40 from healthy controls. 15 strains of B. fragilis were isolated from symp-
tomatic patients while none were found in controls (P<0,05). These strains were cultivated in anaerobic chambers, cultured in brain heart
infusion supplemented with vitamin K1 and hemine during 48 hours at 36°C. Supernatant were obtained by centrifugation and its activity
assayed in HT-29 cells. Twelve (80%) of the isolated induced alterations in target cell morphology characterized by cell detachment,
breakup of cell clumps, expansion and degradation of cells, some cases revealed a higher cytotoxic activity than the positive control. In
seven patients enterotoxigenic B. fragilis was not associated to specific pathogens. The presence of enterotoxigenic B. fragilis in patients
with vaginitis raises the necessity to define its role in the etiology of this clinical entity.

Keywords: Enterotoxigenic Bacteroides fragilis, vaginitis, leukorrhea, HT-29 cells

* Correspondencia:
E-mail: polancon@rect.ucv.ve

Introduccion valencia y causas de la vaginitis son inciertas, en parte, por

que algunas pacientes se autodiagnostican y como conse-

La vaginitis es un diagnéstico comun en los centros de cuencia se automedican y por que frecuentemente suele ser

atencion ginecoldgica [1,2]. Se estima que mas del 90% de asintomatica o tener mas de una causa, incluyendo la atro-
los casos de vaginitis son secundarios a la vaginosis bacte- fia vaginal, alergias e irritacion quimica.

rial, candidiasis vulvovaginal y tricomoniasis [3]. La pre- Quizas, debido a que Bacteroides fragilis forma parte de
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la flora normal en diversas cavidades del cuerpo humano,
es el anaerobio mas importante desde el punto de vista
clinico [4], no solo por su alta frecuencia sino también por
la resistencia a los agentes antimicrobianos usados tradi-
cionalmente para combatirlo [5]. En el colon representa el
0.5% de la microflora mientras que, en el tracto genital
femenino se encuentra en una frecuencia relativamente
baja. Forma parte del complejo etiologico asociado a la
vaginosis bacteriana [6]. B. fragilis es agente etioldgico de
abscesos intraabdominales, retroperitoneales, enfermedad
inflamatoria pélvica y de la peritonitis que se presenta
después de una lesion en la mucosa intestinal, ya sea por
cirugia, un apéndice roto o un cancer perforante de colon
[7.8].

La frecuencia de aislamientos en hemocultivos ha au-
mentado en los dltimos 10 afios ya que se han reportado
porcentajes que alcanzan el 70% de los anaerobios recupe-
rados [5].

Hasta ahora, las investigaciones han revelado que los
posibles factores de virulencia de B. fragilis incluyen:
capsula, fimbrias, proteinas de membrana externa, lipopo-
lisacaridos, enzimas y algunos metabolitos [9].

Varios estudios demuestran que la enterotoxina de B.
fragilis es otro factor de virulencia. Hace aproximadamen-
te dos décadas se reportd que algunas cepas de este bacilo
producen una enterotoxina que ocasiona diarrea de tipo
secretor en animales [10]. Posteriormente, se demostré que
cepas aisladas de nifios con diarrea inducen en animales de
experimentacion una significante respuesta de acumula-
cioén de liquido con dafio al tejido del intestino delgado y
grueso [11,12]. Aunque los primeros aislados de B. fragilis
enterotoxigénico fueron de heces de animales o nifios con
diarrea, también ha sido aislado de una variedad de mues-
tras extraintestinales. La mayor frecuencia de aislados es
en muestras de sangre, este hecho es favorecido por la
accion de la enterotoxina que por ser una metaloproteasa
[13], actla para acelerar el paso del microorganismo al
torrente sanguineo por activacion de la cascada de bradi-
quinina, por lo cual se sugiere que la enterotoxina puede
jugar un papel patogénico importante en la septicemia
causada por este microorganismo [14]. También se ha
aislado de abscesos perirectales e intraabdominales, de
heridas quirargicas [15] y en uno (0,83 %), de ocho casos
estudiados en la vagina de mujeres sanas embarazadas
[16].

Desde que Weikel y col en 1992 [17], sefialaron que los
cultivos de tejido celular HT-29/C1 serian dtiles en los
estudios epidemiol6gicos de B. fragilis y en la identifica-
cion de su o sus toxinas, asi como su mecanismo de ac-
cion, diferentes investigadores [18,20,15] han utilizado
este ensayo para diferenciar a B. fragilis enterotoxigénico
de los no enterotoxigénicos. La linea celular HT-29 es
extremadamente sensible a la toxina, incluso a dosis tan
bajas como 12,5 pM [21]. La toxina actda sobre cultivos
polarizados que forman uniones estrechas, tal como ocu-
rre en esta linea celular [22, 23].

Aun cuando B. fragilis puede ocasionalmente formar
parte de la flora habitual del tracto genital femenino su
papel como patdgeno es desconocido. En consideracién de

la existencia de procesos inflamatorios en la mucosa cérvi-
co-vaginal de etiologia desconocida, se planted investigar
la presencia de B. fragilis enterotoxigénico en pacientes
con vaginitis.

Materiales y Métodos
Muestras

El material de estudio estuvo constituido por 140 mues-
tras de exudado de fondo de saco posterior de la vagina,
provenientes de pacientes sexualmente activas, entre 15y
55 afios. Estas pacientes fueron referidas por especialistas
del area metropolitana de Caracas para la investigacion de
agentes especificos de infeccion genital. Las mismas pre-
sentaban leucorrea, ardor, prurito y eritema vulvo-vaginal
entre otras manifestaciones clinicas. Las muestras fueron
obtenidas de la poblacion en estudio siguiendo las normas
del Cdédigo de Bioética y Bioseguridad del Fonacit [24]. Se
tomaron como criterios de exclusion la administracion de
tratamiento antimicrobiano en los siete dias previos a la
toma de la muestra, edades por fuera del rango menciona-
do, asi como aquellas pacientes con serologia positiva para
VIH. EL periodo de estudio fue desde febrero hasta junio
del afio 2003.

Los controles sanos estuvieron representados por 40
pacientes en el mismo rango de edades quienes no presen-
taban manifestaciones clinicas de molestia urogenital y
acudian solamente para su evaluacion ginecologica. Las
pacientes fueron atendidas en la Unidad de Diagnostico
Microbioldgico del Centro Aloa de la ciudad de Caracas.
La toma de la muestra se realizé del fondo de saco poste-
rior de la vagina y fueron transportadas en condiciones de
anaerobiosis [25] para su procesamiento inmediato al La-
boratorio de Patogenicidad Bacteriana de la Céatedra de
Bacteriologia, en la Escuela de Bioanélisis de la Universi-
dad Central de Venezuela. El aislamiento e identificacion
del grupo B. fragilis resistente a bilis, se realizé segln
métodos convencionales para la investigacion de anaero-
bios [26,27].

Las cepas controles de B. fragilis (cepa 086 productora
de la toxina BFT-2 y cepa TM 400, no toxigénica) fueron
suministradas amablemente por el Dr. Augusto Franco, de
la Escuela de Medicina de la Universidad John Hopkins,
Maryland Estados Unidos.

Obtencion de sobrenadantes de cultivo de Bacteroides
fragilis

Las cepas de B. fragilis se sembraron en placas de Agar
base triptosa con 5% de sangre de conejo desfibrinada
suplementado con vitamina K; (1 pg/ml ) + hemina (5
pg/ml) y se incubaron en atmosfera de anaerobiosis (Gas-
PacK Anaerobe Sistems) a 35°C durante 48 horas. De
estas placas se tomaron varias colonias y se inocularon por
duplicado hasta alcanzar la turbidez del patron de McFar-
land N° 1 [28], en 5 ml de Caldo Infusién Cerebro Coraz6n
(Difco) suplementado con 0,05% de extracto de levaduras
(BBL), Vitamina K; (1 pg/ml) y hemina (5 pg/ml), se
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incubaron en atmosfera de anaerobiosis a 35° C durante 48
horas. Transcurrido este tiempo cada cultivo se centrifug6
a 12.000 g rotor A-841 (Sorvall Ultra centrifuge, Dupont,
OTD 55B) a 4° C por 15 minutos. El sobrenadante obteni-
do fue filtrado a través de un filtro Millipore (0,22 pm,
Millipore, Cor., Befford, Mars) para posteriormente ser
ensayado en los cultivos celulares.

Cultivo Celular

El clon de células HT-29 fueron obtenidas de la Unidad
de Cultivos celulares del Centro de Bioquimica y Biofisica
del Instituto Venezolano de Investigaciones Cientificas.
Las monocapas semiconfluentes se obtuvieron en placas
de 24 pozos [29].

Ensayos de citotoxicidad en células HT-2

Los 24 pozos se lavaron con PBS (pH) 7,2 posterior-
mente, se les agregd a cada uno 0,5 ml de medio de Dul-
becco Modificado MDM (Gibco-HQ) suplementado con
0,1% de suero fetal de bovino (Sigma), mas 0,5 ml de cada
sobrenadante cuya actividad se deseaba ensayar, cada
ensayo se hizo por triplicado. Se diluyeron con MDM en
forma seriada hasta la dilucion de un 1:32. Los controles
utilizados fueron las células tratadas con: i- Sobrenadante
de cultivo de B. fragilis 086 productora de la toxina BFT-
2. ii- Sobrenadante de cultivo de B. fragilis TM 400 (no
toxigénica). iii- Medio de cultivo MDM con caldo infusion
cerebro corazon suplementado con vitamina Kj (1 pg/ml)
y hemina (5 pg/ ml) y iv- MDM solamente. Seguidamente
las placas fueron incubadas a 37°C en estufa de CO,
(NAPCO Model 4100; 2 LPM de CO,; 1 LPM de oxigeno
y 100% de humedad) y observadas a través de un micros-
copio invertido a las 3, 24 y 48 horas. Los cambios en la
monocapa fueron registrados con una camara digital (Ni-
kon). A continuacion las placas se lavaron con PBS (pH
7.2), se fijaron con metanol de 90% durante 5 minutos, se
colorearon con Giemsa diluido 1:10 con PBS (pH 7,2) y se
registraron las impresiones fotogréaficas [30].

La actividad de la toxina, definida por las alteraciones en
la morfologia en las células HT-29, fue registrada en un
modelo cualitativo usando una escala modificada [17].
Una puntuacion de 4+ indica desprendimiento total de la
monocapa, redondeamiento del 100% de la células, expan-
sién y separacion de las mismas, 3+ indica desprendimien-
to de un 75% de la monocapa, disolucion de los acimulos
celulares, redondeamiento del 100% de las células, expan-
sion y separacién de las mismas, 2+ indica desprendimien-
to del 30%-40% de la monocapa, redondeamiento, expan-
sion y separacion de las células y 1+ expansion y separa-
cion leve de las células con escaso desprendimiento de la
monocapa.

Resultados
En quince de las 140 muestras de exudado vaginal que

conformaron este estudio se aislaron 22 especies anaero-
bias, de las cuales 15 de ellas se identificaron como Bacte-

roides fragilis. Fueron denominadas como: Bf-v (011; 021;
030; 040; 047; 048; 054; 055; 061; 063; 108; 109; 110;
116 y 122) donde Bf-v significa Bacteroides fragilis ais-
ladas de exudado vaginal y el nimero es el asignado para
el estudio. En ninguna de las 40 pacientes controles se
aisld B. fragilis, lo cual es estadisticamente significativo
(P<0,05). En los ensayos siguientes se obtuvieron los so-
brenadantes de estas cepas de B. fragilis y fueron identifi-
cados con las siglas Bf-S con un subindice numérico que
corresponde el nimero de la cepa.

Ensayos de citotoxicidad en células HT-29

Tanto las células controles, como aquellas tratadas con
el sobrenadante del control negativo (B. fragilis, TM-400)
permanecieron inalteradas, con un patrén de una monoca-
pa confluente con uniones intracelulares estrechas durante
todo el periodo de incubacién de las placas.

El sobrenadante del control positivo, cepa de B. fragilis
086 productora de toxina BFT 2, presento a las tres horas
de incubacion alteraciones en la morfologia de la monoca-
pa celular la cual se hizo méas pronunciada a las 48 horas
cuando produjo con un titulo de 1/4, desprendimiento total
de la monocapa, redondeamiento, expansidn y separacion
de la células (4+).

De las 15 cepas de B. fragilis aisladas, 12 (Bf-S-011;
021; 030; 040; 047; 048; 054; 055; 108; 109; 110; 116)
presentaron entre 3 y 48 horas, alteraciones en la monoca-
pa celular, con patrones que variaron entre 1+ y 4+, a
diluciones desde 1/4 a 1/32 (Tabla 1). Cinco de las doce
cepas estaban asociadas conjuntamente con Candida albi-
cans.

La Figura 1, muestra los cambios morfoldgicos celulares
inducidos por algunas cepas de B. fragilis.

Discusién

Bacteroides fragilis forma parte de la flora habitual de la
vagina con una frecuencia relativamente baja [31], es un
importante agente etioldgico de infecciones extraintestina-
les, pero su papel patégeno en la vagina es desconocido.
Algunas cepas de B. fragilis enterotoxigénico se han aso-
ciado a diferentes cuadros intestinales y extraintestinales.
Por tal motivo, ante casos de inflamacion vaginal de etio-
logia desconocida, se plante6 la investigacion de B. fragilis
enterotoxigénico en pacientes con vaginitis.

De las 140 muestras de pacientes sintomaticas, se aisla-
ron 15 cepas de B. fragilis, de las cuales 12 (80%) mostra-
ron efecto citotdxico en la linea celular HT-29. La intensi-
dad del efecto varié en algunas cepas (Tabla 1) ya que
unas indujeron el desprendimiento total de la monocapa,
disolucion de los acimulos celulares con expansion y
disgregacion de las células, llegando, en algunos casos a
superar el efecto citotéxico del control positivo (Figura
1E). Otras cepas solamente indujeron un efecto citotdxico
leve, manifestado por la expansion de las células con ligera
separacion entre las mismas (Figura 1D).
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Tabla 1. Alteraciones morfologicas en células HT-29 inducidas por
sobrenadantes de cultivo de Bacteroides fragilis aislados de pacientes con
vaginitis.

BF-S ﬁ%”r}g'lgzicos Diluci6n
01 3 14
021 4+ 1/32
030 2+ 1/4
040 1+ 14
047 1+ 14
048 4+ 1/32
054 1+ 14
055 4+ 1/32
108 1+ 14
109 4+ 1/32
110 4+ 1/16
116 4+ 1/16

4+:Desprendimiento total de la monocapa, disolucion de los acimulos
celulares, redondeamiento, expansion y separacion de las células.
3+:Desprendimiento del 75% de la monocapa, disolucion de los acimu-
los celulares, redondeamiento, expansion y separacion de las células.
2+:Desprendimiento del 30%-40% de la monocapa, disolucién de los
acumulos celulares, redondeamiento, expansion y separacion de las
células.

1+: Expansion y separacion leve de las células con escaso desprendimien-
to de la monocapa.

La separacion de los acumulos celulares de la monocapa
bien sea en pequefios grupos o en células separadas podria
deberse a la degradacion proteolitica de las uniones fuertes
de la Zoénula Ocludens-1, tal como ocurre en la linea celu-
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lar MDCK [32]. La expansién celular, hecho ocurrido en
todas las células tratadas con los sobrenadantes, se debe a
un aumento en el volumen intracitoplasmatico a conse-
cuencia de la redistribucién de la proteina F-actina. Este
efecto es tiempo y concentracion dependiente [33].

Las diferencias en toxicidad vistas en las células tratadas
con los distintos sobrenadantes, ya sea en el tiempo en que
aparecieron y/o con el patron evidenciado, podrian inter-
pretarse por que la produccion de la toxina ocurre a dife-
rentes tiempos. Para explicar esto, se han planteado varias
hipotesis, las cuales incluyen diferencias en la expresion o
tiempo de secrecidn de la toxina asi como la presencia de
otros factores de virulencia. Los datos mas recientes utili-
zando cepas con baja produccion de enterotoxinas deriva-
das de cepas altamente toxigénicas indican que la regula-
cioén de la transcripcién de los genes es el mecanismo pro-
bablemente responsable de este comportamiento [34].

La presencia de B. fragilis enterotoxigénico en pacientes
con vaginitis, aunado al alto porcentaje (58,3%) de su
aislamiento sin asociacion con patogénos especificos y a
su ausencia en el grupo control, sugiere que la enterotoxina
puede jugar un papel importante en la inflamacién de la
mucosa cérvico-vaginal, ya que, se ha demostrado que la
enterotoxina de B. fragilis induce una respuesta inflamato-
ria en células de colon humano T-84 y HT-29 [34]. La
determinacion de la importancia clinica de este microorga-
nismo en la vaginitis requiere de estudios adicionales para
definir su papel en esta entidad clinica.

z*"'i:; A

Figura 1. Alteraciones morfolégicas inducidas por sobrenadantes de cultivo de Bacteroides fragilis aislados de pacientes con vaginitis. Magnifica-
cion. 400X. A: B. fragilis cepa TM400, no toxigénica. B: B. fragilis 086 productora de la toxina BFT2. C: Bf.-y110, D: Bf.-v116. E: Bf-vige. F: Bf-yia7.
Desprendimiento de la monocapa (flecha negra). Expansion celular (Flecha discontinua). Disolucién de los acimulos celulares (Flecha con bifurca

cién). Expansion y ligera separacion de las células (Flecha curva).
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