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RESUMEN

En la préctica ginecolégica las infecciones cervicovaginales provoca-
das por bacterias, virus y hongos son las infecciones més frecuentemente
diagnosticadas. La candidiasis, 1a tricomoniasis y la gonorrea son entida-
des bien conocidas mientras que la etiologla y factores predisponentes
de la vaginosis bacteriana (vaginitis inespecifica) no estdn bien compren-
didas. Por tal motivo se decidié realizar este trabajo en una poblacién
aparentemente sana para tratar de conocer la frecuencia de las infec-
ciones cervicovaginales mds frecuentes en la zona central de nuestro pals
como la vaginitis provocada por hongos, bacterias y protozoarios, asl como
también la gonorfea y ayudar a la comprensién de puntos no aidn aclara-
dos en la vaginosis bactetiana. As{ también como conocer el mejor méto-

gdo de conservaci6n de Gardnerella vaginalis para realizar posteriormente

diferentes estudios bacteriolfgicos.

La frecuencia de los microorganismos encontrados en la poblacién
total que corresponde a mujeres aparentemente sanas y con una vida
sexual activa fueron: Gardnerella vaginalis (16.8%), Candida spp, (14.4%),

Trichomonas vaginalis (1.3%) y Neisseria gonorrhoeae (0.2%), mientras

que la combinacién de Gardnerella sp. y Candida spp. fue la mds comin-

mente encontrada. (6.0%).

La vaginosis bacterian es atribuida a una especie llamada Gardnerella
(Haemophilus) vaginalis, la cual fue identificada por la presencia de colo-
. nias puntiformes, beta-hemollticas en el medio de .sangre humana en doble
capa (HB). Esta bacteria es de forma cocobacilar gram-negativa y gram-~
variable, utiliza el almidén y la dextrosa para producir 4cido, provoca

la hidrélisis del hipurato y tiene una reacci6n negativa de catalasa,



En la poblacién estudiada no se encontré la asociacién- de
G. vaginalis-vaginosis bacteriana, ya que esta especie se aislé aproximadai
mente en la mitad de los casos de mujeres con vaginosis bacteriana.
Asl mismo, también se ha reportado la influencia de diferentes métodos
anticonceptivos y prdcticas de higiene personal (como son las duchas
vaginales) en la aparicién de vaginosis bacteriana no encontrindose

esta correlacién para la poblacién.

El diagnéstico de la vaginosis bacteriana se basé en el qqm’plimieq;p -
de al menos 3 de 4 de los principales criterios propuestos por Amsel o
y col. (1983):

1) pH vaginal mayor a 4.5

2) Presencia de células gula.

3) Prueba de diaminas positiva.

4) Presencia de leucorrea vaginal anormal.

La poblacién con vaginosis bacteriana presenté con mayor frecuencia
el pH vaginal mayor a 4.5, la presencia de células gula y la prueba de
diaminas positiva; mientras que un pequefio porcentaje de la poblacién sin
vaginosis bacteriana se caracterizé por poseer un pH vaginal mayor a 4.5
y por la presencia de leucorrea anormal, La sintomatologia de leucorrea
anormal, olor e irritacién o ardor presenté mayor frecuencia, sin haber

queja de otro sintoma como sangrado intermenstrual, dispareumia, etc.

En la poblacién estudiada aproximadamente una de cada seis estuvo
infectada con G. vaginalis y un porcentaje similar con Candida spp,
es decir, encasi la tercera parte se encontré alguno de estos micro-
organismos, lo que revela la importancia que pueden tener estos patGgenos

oportunistas como causantes de infecciones cervicovaginales,



La conservacién de esta bacteria se llevo a cabo bajo diferentes
métodos y condiciones de conservacién. Se tuvieron resultados aceptables
con un medio sélida con reactivos nacionales manteniéndolos a 4°C
(refrigeracién) y un medio liquido a una temperatura de -70°C,
sin embargo, el método més efectivo es la liofilizacién.



INTRODUCCION

Las enfermedades cervicovaginales atribuldas a protozoarios, bacterias
o virus constituyen una de las causas mas importantes de consulta gine-
colégica en todo el mundo (De la Cruz y Calderén, 1985), encontrédndose
entre las mds frecuentese importantes a la gonorrea y a la vaginitis
de diversa etiologfa (Hurd, 1979).

La gonorrea es la mds antigua enfermedad de transmisién sexual
conocida; este término proviene de la palabra griega 'gonorrhoae" que
significa flujo de semen (Arya et. al., 1983) o flujo de semillas, intro-
ducido por Galeno en el afio 130 d.c. (Joklik et al., 1983).

Durante mucho tiempo la sifilis y la gonorrea no se distingufan
considerdndose como una sola entidad, ya que en 1767 el Dr. Hunter
se autoinoculd con secrecién uretral de un paciente que padecia solo
gonortea, presentando sintomas sifilfticos por lo que éstos fueron adju-
dicados a esta enfermedad (Arya et al., 1983; Joklik et al., 1983).
Hasta 1793 Bell, separé definitivamente ambas enfermedades y en 1879
Neisser, describié el agente etiolégico de la gonorrea, especie a la que

se le denominé Neisseria gonorrhoeae.

Se ha podido establecer que entre el 20 y 80% de la poblacién feme-
nina puede presentar gonorrea de una manera asintomdtica (Joklik et. al.,
1983). Mientras que la forma sintom4tica se manifiesta por una
leucorrea purulenta provocada por la introduccién del germen en el tejido
del epitelio cillndrico provocando una inflamacién (Carpenter, 1982);
pudiéndose presentar también disuria leve o pasajera, dolores abdominales,
irritacién y fiebre (Arya et al., 1983; Joklik et.al., 1983).



“Estudios realizados han demostrado que N. gonorrhoeae puede
infectar mucosas de endocérvix. uretra, orofaringe, canal anal o conjuntiva,
desarrollando en consecuencia cervicitis, uretritis gonocécica, faringitis
amigdalitis, proctitis, conjuntivitis gonocécica y oftalmia neonatorum
gonocéeica {Arya. et al.,, 1983). Se ha encontrado que aproximadamente
el 50% de las mujeres con gonorrea presentan ademds una colonizacidn
rectal (Joklik et.al . 1983).

El diagnéstico de la gonorrea puede hacerse en base a un frotis de
Gram, en donde se encuentran una gran cantidad de leucocitos poli-
motfonucleares (mds de 6 por campo) (Eschenback et. al., 1983) con
diplococos gran-negativos intra y extracelulares (Arya et, al., 1983;
Eschenbach et. al., 1983; Joklik et.al., 1983). Este frotis da un porcentaje
de seguridad del 95% en hombres sintométicos, mientras que en mujeres
es de tan sdlo el 60% (Kellogg et al., 1976}, por lo cual es necesario
efectuar un cultivo para confirmar el diagnéstico y asl descartar una
posible confusiofl con otras bacterias como Moraxella spp. y

Acinetobacter spp. (Koneman et. al., 1983).

Dentro del género Neisseria encontramos dos especies importantes que
son: N. gonorthoeae (gonococo) y N. meningitidis (meningococo), las
cuales tienen como dnico resetvotio a la especie humana. Son diplococos gram-
negativos, aerobios o anaerobios facultativos que miden de 0.6 a 1.0 micras
de didmetro, presentan sus lados adyacentes aplanados confiriéndoles una
forma parecida a los granos de café. Para su crecimiento necesitan de una
atmoésfera de CO2 entre el 5-10%, una humedad del 70% aproximadamente,
una temperatura entre los 35° a 37°%C y un medio enriquecido
(Kellogg et.al., 1976; Carpenter, 1982; Eschenbach et.al.,, 1983; Joklik
et. al., 1983; Koneman et. al., 1983).



El medio de cultivo mds recomendado para su aislamignté es el
medio de Thayer-Martin que contiene base de agar GC y hemoglobina
adem4s de vancomicina, colistina y nistatina, antimicrobianos que inhiben
bacterias gram-positivas, gram-negativas y levaduras respectivamente,
Este medio es utilizado cuando la muestra proviene de un sitio tico en
flora bacteriana como es el endocérvix, orofaringe, canal anal, conjun-
tiva o uretra; también es usado el medio de agar gelosa chocolate
cuando la muestra viene de un sitio estéril como liquido cefalorraquideo,
lfquido sinovial, etc. (Joklik et.al., 1983). Actualmente se ha reportado
la presencia de cepas de gonococo que son sensibles a la vancomicina,
por lo que se recomienda utilizar el medio de agar gelosa chocolate o
sembrar patalelamente ambos medios (Kellogg et al., 1976; Eschenbach
et, al., 1983; Koneman et, al., 1983).

En estos medios con un tiempo de incubacién de 24 a 48 horas se
producen colonias blanco-grisiceas, opacas, convexas, lisas, redondas, que
miden de 0.5 a 2mm. de didmetro; cuando se deja incubando por mis
tiempo las colonias se vuelven dentadas, aumentan su tamafio y su consis
tencia se vuelve blanda y ligeramente resbalosa (Arya et al., 1983;
Koneman et. al., 1983).

Para descartar la presencia de N. gonorrhoeae es necesario dejar
incubando la muestra por un perfodo minimo de 72 horas
(Eschenback et al., 1983) .

Su identificacién se basa ademds de la morfologia colonial y
microscépica en reacciones bioquimicas encontrdndose que las
neisserias son catalasa y oxidasa positiva. La utilizacién de carbohidratos
para el gonococo es positiva solamente con glucosa, mientras que para
el meningococo la glucosa y maltosa dan reacciones positivas

(Joklik et. al., 1983; Koneman et al., 1983). Hay que sefalar que en



las reacciones de ‘degradacién de carbohidratos: solo. se; prodice

pero no gas (Joklik et, at., 1983).

‘La vaginitis es la infeccién més frecuente.q\‘le. se‘éncuentré en la
prdctica ginecolgica y la mis preocupante para la mujer (Hurd, 1979;
Leighton, l?BZ){manifesténdose por leucorrea, prurito, irritacién, edema,
dispareumia y disuria (Hurd, 1979).

El flujo vaginal o leucorrea es una caracterfstica comdn en la
mujer, sin embargo le es dificultoso diferenciar entre una leucorrea
fisiolégica y una patolSgica. La primera es transparente o blanca,
mucoide y espesa (Gardner y Dukes, 1955) aumentando su cantidad
después de la menstruacién, de una relacién sexual o de una excita-
cién; la secrecién vaginal normal posee un pH de 3.8 a 4.2. en la
mujer adulta, La segunda es una leucorrea amarillenta, grisdcea, ver-
dosa o purulenta presentando en algunas ocasiones olor fétido, con as-
pecto grdmoso o 'espumoso. Los agentes etiolégicos pueden ser
Trichomonas vaginalis, Candida albicans y Gardnerella vaginalis presentdn

“dose en porcentajes variables de acuerdo al tipo de poblacién
{(Hurd, 1979).

Trichomonas vaginalis es un protozoario descubierto en 1836 por

Donné, quién observé microorganismos mdviles en casos de mujeres con

leucorrea purulenta y espumosa (De la Cruz y Calderdn, 1985).

Se ha observado que T, vaginalis infecta mucosas de vagina y uretra
causando secrecién amarillo-verdosa, espumosa y {étida, una irritacidén
vulvar y vaginal, dispareumia y algunas veces cistitis (Arya et, al.,, 1983).
Las paredes vaginales y cérvix pueden presentar enrojecimiento y aspec-
to granular, dando un aspecto de fresa (Taylor ev al., 1982; Arya et al.,
1983; Eschenbach et al,, 1983; De la Cruz y Caideron, 1985).
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Los sintomas de la tricomoniasis pueden variar ampliamente (Arya
et al,, 1983), encontrdndose sin embargo, un alto porcentaje de casos
asintomdticos (De la Cruz y Calderén, 1985). Su diagnéstico se basa en
su identificacién efectuada en un examen en fresco, en donde presenta
forma redondeada o de pera, mide de 8 a 15 micras, posee 4 flagelos
anteriores y uno posterior que se encuentra a lo largo de la membrana
ondulante la que le confiere movimientos rotatorios caracteristicos
(fig. 1) (Arya et.al., 1983; Joklik et.al., 1983; De la Cruz y Calderén,
1985).

Para su aislamiento se utiliza el medio de Feinberg Whittington
o el medio modificado de Diamond; cuando se tiene -sospecha de su
presencia, se identifica de la manera arriba mencionada. Con esta meto-
dologia se tiene un porcentaje de seguridad del 60% (Eschenbach
et.al., 1983).

Esta infeccién al igual que la gonorrea en. los adultos se trans-
mite por contacto sexual.

La candidiasis o moniliasis es la mds comin de las infecciones
vaginales causada principalmente por un hongo llamado Candida albicans
(Eschenbach et, al., 1983; Joklik et, al., 1983), ya que el género
Candida spp. forma parte de la flora normal de mucosas, piel, tracto
gastrointestinal (Carpenter, 1982; Joklik et al., 1983}, manifestando su
patogenicidad bajo ciertas condiciones como petiodos de premenstrua-
cidn, diabetes, ingestién de antimicrobianos, embarazo, etc. (Arya
et. al., 1983; Eschenbach et al., 1983; Joklik et, al., 1893).

La candidiasis se puede manifestar como leucorrea escasa, acuosa,
blanquecina y mucoide o profusa, gruesa y en forma de grumos
(Arya et.al., 1983; De la Cruz y Calderén, 1985), existiendo algunas
veces la sensacién de quemaduras durante la miccién, asi como prurito
perivaginal con escoriaciones eritematosas en los labios extendiéndose

a la mucosa vaginal (Arya et. al., 1983; Eschenbach et al., 1983).



S

El diagnéstico inicial de la candidiasis se realiza con un examen -
en fresco con solucién salina al 0.85% (De l!a Cruz y Calder6n, 1985) o
bien colocando dos gotas de hidréxido de potasio al 10% para facilitar
la observacién de levaduras de aproximadamente 3 a 6 micras de didme-
tro con forma elipsoidal o esférica (Joklik et, al., 1983) (fig. 2.).

Se ha estimado que aproximadamente el 50% de las mujeres asinto-

méticas tienen Candida spp. en vagina (Eschenbach et.al., 1983).

C. albicans es capaz de producir levaduras, pseudohifas o hifas ver-
daderas. Cuando forma parte de la flora normal crece como una levadu-
ra con brotes; mientras que las hifas se producen cuando hay invasién
de tejidos. Su cultivo se lleva a cabo con medios selectivos como el
medio de Sabouraud y Biggy, donde produce colonias convexas, de colo-
racién cremosaz y opaca que miden de 1 a 2 mm. de didmetro
(Joklik et. al., 1983).

La morfologla microscépica y colenial mencionadas, son la base de
una identificacién presuntiva, sin embargo es necesario hacer otro tipo
de pruebas como es la produccién de tubo germinativo, que es un apén-
dice elongado que crece hacia afuera y tiene aproximadamente la unidad
del ancho y el doble de largo de la célula levaduriforme como una iden-
tificacién definitiva. Este se produce después de 90 minutos en suero
humano a 37°C ayudando a separar a C. albicans de otras especies
(Eschenbach et. al., 1983; Joklik et, al., 1983) (fig. 3).

Existe un tercer tipo de vaginitis llamada “vaginitis inespecifica"
que fue atribuida primeramente a diversas bacterias como estafilococos,
estreptococos, bacilos coliformes, micrococos y difteroides (Gardner y
Dukes, 1955).




En 1953 Leopold, a partir de hombres con prostatitis y mujeres
con cervicitis aislé. a un bacilo gram-negativo, no mévil, no capsulado
y pleomérfico empleando el medio de agar Casman en donde crecieron
pequefias colonias hemoliticas incoloras, sugiriendo que ésta guardaba
relacién con el género Haemophilus spp. pero no le atribuyé la capa-
cidad de causar tales enfermedades (Dukes y Gardner, 1961; Vontver
y Eschenbach, 1981).

En 1955, Gardner y Dukes publicaron un estudic mds detallado
de sus caracteristicas morfolégicas, nutricionales y el cuadro clinico
que presuntamente causaba, lo describieron como un bacilo gram-
negativo, no mdévil, no capsulado, pleomérfico y que necesitaba de fac-
tores X y V para su crecimiento por lo cual fue incluido en el género

Haemophilus spp. y bautizadé como Haemophilus vaginalis, concluyendo

que era el dnico agente etiolégico de la vaginitis inespecifica trans-
mitiéndose por contacto directo.

En 1963, Zinneman y Turner propusieron el cambio al género
Corynebacterium spp. debido a sus propiedades morfolégicas y de tincién
(Dunkelberg y McVeigh, 1969; Taylor y Phillips, 1983; Brown et, al.,
1984).

Esté fue apoyado por Dunkelberg y McVeigh (1969), quienes reali-
zaron un estudio con caractersticas nutricionales proponiendo la utiliza-
cién del medio sélido PSD {(proteosa-peptona # 3, almidén y dextrosa)
como un medio de aislamiento e identificacién, en donde se presentaban
colonias blancas, opacas, convexas, con cipula, de forma cénica, una
apariencia compacta, de borde entero y con un didmetro de 0.5 a
2.0 mm. de didmetro.
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" . La. comtroversia acerca de su taxonomla siguié durante los afios

"~ 70's, fue hasta 1979 cuando Greenwood y Pickett propusieron la crea-
cién de un nuevo género "Gardnerella" sp. teniendo como base estudios
de hibridacién de ADN, microscopia electrénica, andlisis bioquimico

de la pared celular y reacciones bioquimicas (cuadro 1). Actualmente
est4d bien establecida la especie Gardnerella vaginalis.

La vaginitis inespeclfica se ha definido como aquella alteracién que
provoca una leucorrea anormal y no es producida ni por T. vaginalis,
ni C. algicans ni N. gonorrhoeae (Kaufman, 1980; Vontver y
Eschenbach, 1981).

Pheifer g_},g]; (1978) encontrd asociacién en el sobrecrecimiento de
bacterias anaerdbicas y la vaginitis inespecifica, ésto fue apoyado por
Chen et al. (1979), quien al examinar flujos vaginales provenientes de
mujeres enfermas, encontrd diferentes aminas como: putrescina, cada-
verina, histamina, tiramina, metilamina, isobutilamina y feniletilamina;
siendo las principales las dos primeras que le dan el olor fétido carac-
teristico (citado en Taylor et al., 1982; Chen et al., 1983). En 1980
Spiegel, también confirmé el aumento de bacterias anaerobias en
mujeres enfermas encontidndose entre las mds importantes Bacteroides
spp. y Peptococcus spp. En 1983 Spiegel, propusq el cambio de nombre
de vaginitis inespecifica al de "vaginosis bacteriana" (utilizade en
este trabajo) sugiriendo al mismo tiempo una relacién sinérgica entre
G. vaginalis y bacterias anaerobias. También se ha propuesto el nombre
de “waginosis anaerobia" por Blackwell y Barlow (1982).

Un punto de apoyo a lo expuesto anteriormente es el uso del metro-
nidazol como tratamiento actual, se sabe que éste es mds activo contra
bacterias anacrobias que contra G. vaginalis; y que al terminar el tra-
tamiento los sintomas presentados desaparecen totalmente (Spiegel
et.al., 1980).
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La vaginosis bacteriana segtin algunos autores es la mds frecuente
de las vaginitis y su sintomatologfa es la menos notoria (Dunkelberg
et.al., 1970; Leighton, 1982; Chattopadhyay, 1984). La caracteristica
més comin en esta infeccién es la presencia de leucorrea, su color va
desde gris pasando por amarillo, verdoso y blanco; su consistencia es
homogénea; su aspecto l{quido o espumoso; su cantidad también varfa;
pero en lo que coinciden la mayorfa de los investigadores es en la
presencia de una leucorrea fétida y homogénea (Gardner y Dukes, 1955;
Criswell et. al 1969; Hurd, 1979; Bhattacharyya y Jones, 1980; Dattani
et, al., 1982; Blackwell y Barlow, 1982; Ison et al.,, 1982; Blackwell
et. al., 1983; Brown et. al., 1984).

Amsely col. (1983) iniciaron su estudio evaluando cinco criterios
_ para diagnosticar la vaginosis bacteriana tomando como base los siguien-
tes puntos:

1) La presencia de leucorrea homogénea.

2) Un pH vaginal mayor de 4.5.

3) La liberacién de diaminas con la adicién de hidréxido de potasio
al 10% (KOH) (Blackwell y Barlow, 1982; Chen et.al., 1983).

4) La deteccibn de diaminas anotmales por cromatografla.

5) La presencia de células gula en un examen en fresco.

Llegaron a la conclusién de que para definir la vaginosis bacteriana

deben de cumplirse al menos tres de los cuatro criterios siguientes:

a) Leucorrea delgada, homégenea y consistencia como de leche.

b) El pH vaginal superior a 4.5.

c) Olor a "pescado” desprendido a la adicién de hidréxido de potasio al
10% a la muestra vaginal (Blackwell y Barlow, 1982; Amsel et.al.,
1983; Chen et. al., 1983).

d) La presencia de células guia en un examen en fresco, (células guia
con sus bordes no bien definidos, cubiertas de cocobacilos gram-
negativos y cocos gram-positivos dédndoles un aspecto granulat
(Gardner y Dukes, 1955)). ,
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La manifestacién de enrojecimiento, prurito e inflamacién son mfni-
mas, lo que sugiere una baja virulencia de G. vaginalis (Gardner y
Dukes, 1955; Chattopadhyay, 1984).

La sintomatologla puede agudizarse cuando se aunan otro tipo de in-
fecciones como candidiasis y tricomoniasis (Blackwell y Barlow, 1982;
Amsel et.al., 1983). Esta Gltima al parecer esta relacionada con la
aparici6n de la vaginosis bacteriana; también hay factores tales como la
utilizacién del dispositivo intrauterino (DIU), los anticonceptivos orales,
el nimero de embarazos y la experiencia sexual que pueden predisponer
a la presencia de la enfermedad dependiendo del tipo de poblacién
estudiada (McCormack et, al., 1977; Amsel et al., 1983; Eschenbach,
1984).

G. vaginalis se ha aislade en porcentajes variables (12-47%) en
mujeres asintométicas aumentando estas frecuencias en poblaciones con
vaginosis bacteriana. Sin embargo, hay reportes de su asociacién con
cuadros de septicemia, sepsis neonatal y sepsis post-aborto {Leighton,
1982; Chattopadhyay, 1984; La Scolea et. al., 1984).

G. vaginalis fue aislada primeramente en medios como agar-Casman,
agar gelosa chocolate, PSD (protecsa-peptona # 3, almidén dextrosa),
agar-V, agar sangre de carnero, agar sangre de conejo, CNA {colistina,
4cido nalidixico, anfotericina B) y actualmente es recomendable el me-
dio de sangre humana en bicapa (HB o HBT) que fue propuesto por
Totten et al., (1982), contiene base de agar columbia, proteosa-peptona
#3, anfotericina B, 4cido nalidixico, colistina (que inhiben levaduras,
bacterias gram-negativas y bacterias gram-positivas respectivamente)

y ademds tween 80 y sangre humana. Es un medio en bicapa, selectivo

y diferencial, el cual detecta pequefias concentraciones de G. vaginalis

y sirve al mismo tiempo como identificacién presuntiva ya que produce

una beta hemélisis al ser aislada en medios que contienen sangre huma-
na o sangre de conejo.
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Esta bacteria necesita para su crecimiento una temperatura de -+

36° a 37°C, un pH entre 6 y 6.5 y una atmésfera con 5% de COé' e

aproximadamente (Buchanan y Gibbons, 1974).

La identificacién de G. vaginalis se basa en :

a) Morfologla microscépica, en donde presenta una forma cocobacilar,

b)

c)

d)

e

~

es gram-negativa o gram-variable, con un grado moderado de
pleomorfismo, mide de 0.3 a 0.6 por 1.0 a 2.0 micrémetros, se
encuentra aislada o en pares mostrando sus extremos redondeados
(Dukes y Gardner, 1961; Lewis et al., 1972; Buchanan y Gibbons,
1974),

Morfologfa colonial, se presentan colonias pequefias beta hemoliticas,
puntiformes, convexas, redondas, de borde entero dando una aparien-
cia de pequefias gotitas de agua al cabo de 48 horas de incubacién
en el medio de HB.

Reacciones negativas de catalasa y oxidasa. La primera se carac-
teriza por la carencia de burbujeo en presencia de peréxido de
hidrégeno (HZOZ) al 3%, y la segunda por no virar el indicador a!
violeta oscuro {Leighton, 1982).

Utilizacién de carbohidratos en donde se han reportado varios esque-
mas variando su metodologia de preparacién e inoculacién. Los
azicates mds frecuentemente usados son el almidSn, dextrosa, mal-
tosa, glucosa, manitol y rafinosa, siendo las cuatro primeras reac-
ciones positivas y las dos dltimas reacciones negativas (Leighton,
1982; Piot et.al., 1982).

Hidrélisis del hipurato. Este es un criterio importante para la identi-
ficacién de G. vaginalis (Leighton, 1982; Jolly, 1983). Esta bacteria
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" hidroliza la sal de hipurato de sodio dando como resultado glicina
la cual se manifiesta con la adicién del indicador de nintidrina carac
terizdndose por un color violeta oscuro,

f) Sensibilidad a los antimicrobianos. La prueba se efectiia con discos
“impregnados de metronidazol (50 microgramos en PSD), nitro-
furantolna (150 microgramos en agar sangre humana), sulfonamida
(1 miligramos en agar sangre humana), bilis (10% er PSD) y
bacitracina (Piot et,al., 1982; Chattopadhyay, 1984).

Las pruebas de morfologfa microscépica, la beta hemélisis, la reac-
cién de catalasa y utilizacién de carbohidratos nos dan el 90 al 94%
de seguridad. Se han propuesto otras reacciones como, la reduccién
del telurito, la alfa y beta glucosidasa, en conjunto con la hidr6lisis
del hipurato y la sensibilidad a los antimicrobianos para aumentar
a un 98% de seguridad (Piot et, al., 1982; Chattopadhyay, 1964).

Sin embargo, es muy f4cil confundir a G. vaginalis con otro tipo
de bacterias (difteroides } (cuadro 2), éstas son més gruesas, gram-
negativas, con tendencia de bacilos a cocobacilos pleomérficos e irre-
gulares, mientras que G. vaginalis son cadenas cortas, delgadas, regu-
lares, gram-negativas o gram-variables, que al encontrarse en parejas
pueden presentar formas L o V (Dunkelberg, 1965; Piot et. al., 1982).
Jolly (1983) propuso las siguientes reacciones para separar a los orga-
nismos parecidos a G. vaginalis de esta dltima:

1) Utilizacién de carbohidratos.
2) Beta hemélisis en agar sangre humana,
3) Hidrélisis del hipurato.

La morfologia, caracteristicas bioquimicas y la patogenicidad son
algunas caracteristicas importantes para estudiar y comprender el
comportamiento de los microorganismos. Otro pardmetro de estudio

importante es la conservacién, ya que tiere como otjetivo el mantenc:
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.viables a los cultivos con propiedades iguales a las que tenfan al ser

aislados, es decir, sin mutaciones o variaciones y sin contaminantes;

pueden ser utilizados para fines diddcticos, de investigacién, indus-

triales o para emplearlos en bioensayos (De la Cruz, 1982).

1)

2)

3)

4)

Existen dos métodos de conservacién que son: a corto y largo plazo.
Dentro de la conservaci6r. a corto plazo estdn:

Resiembras, que es el método tradicional y mds fécil ya que consiste
de pases perfodicos a medio fresco.

Almacenamiento en aceite mineral, que al igual que el anterior es
un medio sencillo y barato. Su tiempo de ccnservacién va de meses
a afios dependiendo de las especies bacterianas. Consiste en obtener
un crecimiento de la cepa en tubos con medio sélido inclinado agre-
gando aceite mineral en condiciones de esterilidad, hasta cubrir

por completo el drea inclinada. Los tubos se guardan en posicién
vertical y en refrigeracién

Congelacién, con este método los resultados varfan de una especie a
otra, ya que hay especies muy sensibles a este proceso, la velocidad
de enfriamiento debe ser lenta al principio (hasta 4°c) y pesterior-
mente rdpida de 4%°a -70°C. su perfodo de consetvacién va de seis
meses a dos afios, reduciéndose cuando se congelan y descongelan las
cepas.

Papel, en éste pueden ser conservadas las enterobactetias por varios
afios, y consiste en humedecer el papel estéril con una solucién que
contenga 108 bacterias/ml. o mds, secandose al aire o al vacfo y
guardandose en tubos que son colocados en desecadores en refrigera-

cién.
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En la conservacién a largo plazo encontramos a la liofilizacién, que

ccnsiste en la deshidratacién de suspensiones bacterianas congeladas

sometidas a bajas presiones, con lo que el agua pasa del estado sélido

a gas sin pasar por el estado liquido (sublimacién). Las bacterias

liofilizadas pueden almacenarse por largo tiempo evitandose el contacto

con oxigeno, humedad y luz ocupando un espacio pequefio
(De la Cruz, 1982).

1)

2)

3)

4)

5)'

6)

Los principales pasos para el proceso de liofilizacién son:
Seleccién de viales.

Seleccién del agente crioprotectot, siendo los mds utilizados por

la .American Type Culture Collection (ATCC) la leche descremada
al 204, la sacarosa a una concentracién final del 12% y el dimetil
sulféxido a una concentracién del 5%.

Preparacién y propagacién de la cepa, en este inciso es necesatio
tomar en cuenta las caracteristicas nutricionales del microorga-
nismo para ottener un crecimiento 6ptime (suspensiones con .una
concentracién minima de 10 bacterias/ml.). Esta biomasa debe
ser colectada en el perfodo de mixima estabilidad y viabilidad
(dltima parte de la fase logarftmica o la primera de la fase esta-

cionaria).
Liofilizacién, este proceso se lleva a cabo por 18 horas.

Almacenamiento, las cepas liofilizadas deben ser guardadas a tem-

peraturas menores de 5°C.

Rehidratacién de cepas liofilizadas. Se abren los viales rehidratén-
dose ccn 0.3 a 0.4 ml. de caldo estéril, se mezcla perfectamente
bien hasta formar una solucién homogénea y se transfiete a 5 ml.
del caldo utilizado, sembrdndose 0.2. ml. de éste en una placa.
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7)  Ultracongelacién, cuando la liofilizacién no da buenos resultados,
' las cepas pueden almacenarse a -90°C con nitrégeno liquido.

La liofilizacior es el método mds frecuentemente utilizado debido
a que tiene periodos de conservacién mayores de 15 afios.

En la literatura revisada existe muy poca informacién acerca de
la conservacién de G. vaginalis, estudiandose aqui en 3 métodos dife-
rentes. El conocer las condiciones ptimas de conservacién nos permite
seguir otro tipo de investigaciones como, efectuar pruebas de sensibi-
lidad a los antimictobianos e investigar factores de virulencia. Por otra
parte, aspectos como su transmisién y los factores y relaciones que
favorecen la aparicién de la vaginosis bacteriana no han sido aln escla
recidos, por lo cual es importante seguir suv estudio.
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HIPOTESIS

- Entre las enfermedades cervicovaginales, las dnicas diagnostica-
das en nuestro medio son la tricomoniasis, la candidiasis y la gonorrea.
Sin embargo, la vaginosis bacteriana atribuida a G. vaginalis y bacterias
anaerobias posiblemente sea mi4s frecuente que cualquiera de ellas.

-~ §i consideramos a G. vaginalis como el agente etiol6gico de la
vaginosis bacteriana, es de esperarse que se encuentre en un alto por-
centaje en poblacién que presente tal cuadro. Por el contrario, no se
aislard a partir de una poblacién sana.

- Para realizar estudios en la relacién huésped-pardsito y sensi-
bilidad a los antimicrobianos es necesario una buena conservacién de
las cepas. Para G. vaginalis la liofilizacion puede ser el mejor método
a largo plazo para mantener la viabilidad.
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OBJETIVOS

- Comparar la frecuencia de aparicién de Trichomonas vaginalis,

Candida albicans, Neisseria gonotrhoeae, Gardnerella vaginalis y posibles

combinaciones en una poblacién femenina aparentemente sana.
- Establecer la correlacién de aislamiento de Gardnerella
vaginalis con las manifestaciones clinicas en una poblacién sana y con

vaginosis bacteriana.

- Conocer el tiempo de supervivencia de Gardnerella vaginalis

bajo diferentes métodos y condiciones de conservacién.



| MATERIAL Y METODOS

-Este t‘rabkaiok formo parté de un estudio clfnico-microbioklogico
global que fue realizado en la Clinica # 25 del Instituto Mexicano del
Seguro éocial, con un_total de 507 mujeres trabajadoras del mismo,
365 de ellas pertenecieron al personal médico y de enfermeria y el
resto a diferentes dreas de trabajo.

Para poder entrar a este estudio, la poblacién estudiada debio
“‘cumplir con los requisitos siguientes:

1) Estar de acuerdo para participar.
2) Tener una vida sexual activa.

3)  Ser mayor de 18 afios.

Por otra parte, fueron excluidas las mujeres que presentaron flujo
menstrual y habian ingerido antimicrobianos como: metronidazol,
ampicilina, tetraciclina, nistatina, sulfas y dcido nalidixico pbr lo menos
dos semanas antes de la toma de muestras.

A cada una de ellas se le entrevisto y con los datos obtenidoes se
lleno un cuestionario {(cuadro 3). Posteriormenie se realizo un examen
ginecolégico, que consistid’ en la introduccién de un espejo vaginal sin
lubricante, lo que permitio observar el estado de la regién endocervical
y de la regién vaginal; se procedié a tomar las muestiras con hisopos
de algodén estéril, los que fueron utilizados dependiendo de la zona ana-

témica muestreada de la siguiente manera (diagrama 1):

1)  Regién endocervical. El hisopo se introdujo ligeramente en el
canal del endocérvix para absorber la secrecién, se inoculé de
inmediato la placa con el medio de Thayer-Martin (anexo 1)
que nos ayudo a detectar la presencia de N. gonorrhoeae.




f‘a)‘Co'n un_hisopo se irioculé el medio de HB {anexo 2) para .
. obtener las cepas de G. vaginalis y fue hecho un frons :
para tedirlo por la técnica de Gram.

) Se ‘introdujé un hisopo en un tubo que contenfa 2 ml. de

~

medio de transporte de Stuart, que en el laboratorio fue
empleado para inocular el medio de Biggy (anexo 3)
~ donde fue confirmada la presencia del género Candida spp.

—

¢) Otro hisopo fue utilizado para realizar un examen en fresco
con tubos de 13 por 100 mm. conteniendo 1 ml. de solucién
salina al 0.85%, fue observado de inmediato 2 un aumenio de
400X para la identificacién de tricomonas, levaduras y células

gufa.

d

~

El dltimo hisopo sirvié para medir el pH, impregnando tiras
de papel y colocando de 2 a 3 gotas de hidréxido de potasio
al 10% al hisopo para detectar elolor como a "'pescado"
(prueba de diaminas).

Todos los medios fueron incubados a una temperatura de 37°C de
48 a 72 horas, el medio de Thayer-Martin y HB fueron colocados en
jarras con vela para obtener una tensién de €O, del 5% aproximada-
mente, mientras que el medio de Biggy fue incubado en aerobiosis.

Al observar crecimiento microbiano, fueron hechas las resiembras

necesarias pata tener cultivos puros y se procedié al siguiente esquema
de identificacidn:




a)

b

-~

1

~—

~

2

3)

w23 -

Candida spp.

A partir del medio selectivo de Biggy con 24 horas de
incubaci6én fue observada la morfologia colonial y posteriormente
se efectud un frotis para tincién de Gram, en donde fue confir-
mada la morfologla microscépica. Fueron tomadas 4 colonias
con el asa estéril introduciéndolas en tubos de 13 por 100 mm.
con 1 ml. de suero, se dejé incubar por 24 horas cbservando
la proliferacién del tubo germinativo a 400X al cabo de este
tiempo. Esta prueba ayudo a separar a C. albicans de otras
especies (diagrama 2).

Neisserria gonorrhoeae.

Las cepas sospechosas se dejaron crecer por 24 hcras en el
medio de agar gelosa chocolate (anexo 1) en donde se confirmo
la morfologfa colonial. Se prosiguié a realizar un frotis de Gram
para asegurarse de la pureza y morfologia microscépica, por
dltimo se procedié a la identificacién bioquimica (diagrama 3):

Reaccién de catalasa, fue colocada una gota de peréxido de
hidrGégeno al 3% y dos colonias de la cepa en un portaobjetos
limpio, notando la presencia o ausencia de burbujeo.

Reaccién de oxidasa, se emplearon discos impregnados de
N-N-N-N-tetrametilparafenildiamina (anexo 4), en un extremo
fue colocado un pequefio inocule de la cepa (2 colonias),
observando sI aparecio el color violeta o no.

Reacci6én de coaglutinacién, fueron utilizados reactivos comercia-
les de Phadebact. El equipo contiene un reactivo que actia
como control negativo, con suero normal de conejo unido a
estafilococos y otro conteniendo estafilococos con suero
antigonococo. Al poner en contacto la cepa con el reactivo

se llevo a cabo la aglutinacién de los estafilococos apareciendo
agregados visibles.



4) Utilizacién de carbohid'rato's, se’uso . un’ medlo basal de CTA

(agar uiptelna cistina)} al. que se leapregd: soluc nes: de glu—
cosa, maltosa, lactosa y sacarosd (anexo S) S Los: tubos 3
fueron sembrados inoculando’ la cepa: en el primer” cuarto del

medio incubdndolos por 24 horas en. jarras‘con-vela. -

~—

¢) Gardnerella vaginalis.

Su identificacién fue realizada con un cultivo de 48 horas
de incubaci6n en el medio de HB, donde se tomd en cuenta su
morfologfa colonial, continuando a efectuar un frotis de Gram
para confirmar la pureza y la morfologia mictoscdpica de la
cepa. Por tltimo, fueron efectuadas las siguientes reacciones

bioquimicas (diagramad) :

1

~—

Reaccién de catalasa, fue realizada dec la misma manera que

para el gonococo.

~—

2) Utilizacién de carbohidratos (anexo 6), los tubes fueron inocu-
lados con un inéculo grueso agitandose perfectamente bien
para homogeneizar la solucién e incubar de 24 a 120 horas

en una jarra con vela.

3

~

Hidrélisis del hipurato {anexo 7), se inoculé de igual manera
que en el paso anterior, fue incubado por 24 horas, revelando
con solucién de ninhidrina (0.2 ml.); al cabo de aproximada-

mente 5 min. se observé un color morado intenso.

Trichomonas vaginalis.

La identificacién de este microorganismo se hizo en base a su mor-
fologia presentada en un examen en fresco (fig. 1),

Fue utilizada la prueba de chi-cuadrada como bmétddo‘»esyt‘@drstico.“ .
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CONSERVACION DE CEPA TIPO {ATCC 14018) DE
G. vaginalis.

Para la conservacién de la cepa tipo se empleé el método a corto
plazo que comprendiS la resiembra y la congelacién y el método a largo
plazo, el que consta de la liofilizacién. Estos métodos se realizaron de

la siguiente manera:
CONSERVACION A CORTO PLAZO

a) Resiembra.

Sembrar una placa de HB con cepa tipo e incubar por 24 horas
Inocular en:

Medio semis6lido entranjero Medio sélido inclinado extranjero

y nacional {anexo 8) y nacional (anexo 9)

/

Incubar por 24 horas

Colocar lotes con igual nimero de tubos en refrigeracién
y a temperatura ambiente

J

Cada semana resembrar todos los tubos
de cada lote
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_ b) Congelacién.
o 'Senj‘bmr’ e incub;clr una placa de HB con la cepa
: tipo por 24 horas
Seﬁbrar 3 tubos con 4 ml. de caldo eugon-suero
. ylo caldo soya tripticasa-suero (anexo 10)

e incubar por 24 horas

Centrifugar por 15 min. 2 3000 rpm y hacer un frotis

de Gram para confirmar pureza
Resuspender el paquete celular

Sembrar un matraz con 100 ml. del medio lgpido
anterior e incubar por 24 horas

Tomar una muestra de 4 ml. centrifugar y hacer

un frotis de Gram. Hacer cuenta viable'

Del matraz tomar 1 ml, y colocar en tubos estériles de
13 por 100 mm. con 1 ml. de glicerol

Agrupar 3 lotes con igual nimero de tubos y colocar

a 40, -20° y -70°C. Realizar cuenta viable'

Cada 15 dias efectuar cuentas viables'

de cada lote

' La técnica para realizar la cuenta viable se describe en la pdgina 27.



1)

©2)

3)

“4)

s)

6)

_.27_ :

CUENTA VIABLE

De cada lote fue tomado un tubo, permitiéndolo alcanzar la tempera-

tura ambiente.

Se homogeneizé y se tomo 0.1 ml. del liquido que al adicionarse a
a un volumen de 0.9 ml. de caldo infusién cerebro corazén (BHI),
resulté una dilucién de 1:100.

Se volvio a mezclar por 10 seg. aproximadamente.

A partir de esta dilucién 1:100 fue tomado 1 ml. del liquido
adiciondndose a un volumen de 9 mi. de BHI (dilucién 1:10), con lo
que la dilucién resultante fue de 1:1000.

Nuevamente se homogeneizé por 10 seg.

Se volvieron a efectuar los pasos del 2al 5 segin el caso, hasta
llegar a la dilucién deseada.

Se tomo 0.1 ml. de cada dilucién comenzando de la dilucién més alta,

sembrando 2 placas de HB sin antibi6ticos por cada dilucién y distri-

bﬁyendo el liquido por toda la placa con el asa estéril.

Todas las cajas fueron incubadas en jarras con velas a 37°C por

72 horas, al cabo del tiempo fueron contadas las colonias de cada dilu-

cién considerando solamente aquellas placas en donde crecieron entre 30

y 300 colonias.



CONSERVACION A LARGO PLAZO

b) © Liofilizacién
Sembrar una placa de HB con cepa tipo e incubar pot 24 hrs.

Sembrar 3 tubos de caldo eugon-suero y/o caldo soya' - =
tripticasa~-suerc e incubar por 24 hrs. i

Realizar frotis y sembrar un matraz con 100 ml. del medio anterior. -
Incubar por 24 hrs.

Colocar 6 ml. del medio en tubos estériles y centrifugar a

3000 tpm por 15 min.

Tomar un tubo al azar, Colocar 0.6 ml. de
hacer frotis para comprobar leche descremada o
puteza, resuspender el paque- leche pepionizada
te y efectuar cuenta viable. al 20%

Pasar 0.3 ml, de esta

suspensién en viables

Realizar cuenta viable' - - pequeiios estériles,
' g tapdndolos en gasa.

Realizar cuenta viable® P Colocar a - 70°C por
) 24 horas

Liofilizar por 24 horas

Hacer cuenta viable'

Efectuar cuenta viable' - 4 . Almacenar a -70°C
cada 15 dias '

' La técnica para realizar la-cuenta viable se describen en la pdgina 27.
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RESULTADOS

N AISLAMIENTO MICROBIOLOGICO DE MUESTRAS VAGINALES.

La poblacién estudiada correspondié a personas aparentemente sanas
-que ihgresaron al estudio cumpliendo los siguientes requisitos: estar de
acuerdo en participar en el estudio, llevar una vida sexual activa y ser
mayor de 18 afios. La poblacién total fue profesionista con un nivel
socioeconémico medio, siendo dividida en dos grupos, sana y enferma,
definiéndose la primera como aquella poblacién que no presento ningin
sintoma y signo de vaginitis o vaginosis bacteriana, mientras que la
segunda fue aquella que presento sintomas y signos de vaginitis y/o vagi-
nosis bacteriana, o bien que se les aislo alguno de los siguientes orga-

nismos: T. vaginalis, N. gonorrthoeae o Candida spp.

En la tabla 1 se presenta los datos generales de ambas poblaciones
observandose que nu existe diferencia significativa en ellas al aplicar la
pruecba estadistica de chi-cuadrada, siendo la edad promedio de 33 afos
y teniendo una media de embarazos de 3, una media reducida de abortos
y una iniciacién de vida sexual desde los 21 afos. En la tabla 2 obser-
vamos los diferentes microorganismos aislados en la poblacién total
encontrando a G. vaginalis en un 16.8% de la poblacién, el 14.4% de
Candida spp., el 1.3% de T. vaginalis y un 0.2% para N. gonotrhoeag;
teniendo que al presentarse en combinacién G.vaginalis y Candida spp.
fueron las méds comunes (6%) mientras que las demds se presentaron
con una frecuencia del 0.2%.

La tabla 3 muestra el aislamiento de G. vaginalis dentro de las dos
poblaciones, encontidndose que en la poblacién con vaginosis bacteriana
fue aislada aproximadamente en la mitad (45.9%), mientras que la
poblacién aparentemente sana se encontré en un porcentaje menor (14.3%).
En esta misma tabla, siguiendo los criterios de Amsel et. al. (1983) de



- los cudles se debe de cumplir lo menos 3 de los 4 propuestos para definir
la vaginosis bacteriana, se detecté que solo el 18,05% de la poblaci6n
total padecia tal entidad,

Los pardmetros presentados en orden descendente por su frecuencia
en la poblacién con vaginosis bacteriana fueron: el pH vaginal mayor a
4.5, la prueba de diaminas positiva, la presencia de células guia y por
dltimo la presencia de leucorrea anormal. Por otro lado, en la poblacién
aparentemente sana el orden descendente de positividad de los pard-
metros estudiados fueron: el pH vaginal mayor a 4.5, la prueba de
diaminas y la presencia de células gula cuando se aislé
G. vaginalis; cuando no se detecto ésta el pardmetro siguiente al pH vagi-

nal mayor de 4.5 es la presencia de leucorrea anormal (tabla 4).

$i comparamos ambas poblaciones los cuatro pardmetros estudiados

fueron mas frecuentes en la poblacién con vaginosis bactersiana.

La tabla § correlaciona la presencia de células gufa con el aisla-
miento y crecimiento de G. vaginalis; cuando se aislé ésta dlima,
ptesento un crecimiento de 4+ (mayor de 10 colonias en la cuarta
estria) en la mayoria de los casos, en comparacién con la poblacién
aparentemente sana que no presento células gufa, exceptuando en dos
casos el crecimiento fue heterogéneo, siendo mds frecuentemente el cre-

cimiento de 4+ {mayor de 10 colonias en la cuarta estria).

El aislamiento de G. vaginalis se asocia con el cuadro de vaginosis
bacteriana, sin embargo existen factores tales como, los diferentes tipos
de duchas vaginales y los diferenies métodos anticonceptivos que predis-
ponen a tal cuadro. La tabla 6 muestra la correlacién de dichos factores

con el cuadro de vaginosis bacteriana.

En la poblacién con vaginosis bacteriana y sin G. vaginalis se
empleo con mayor frecuencia la ducha vaginal con benzal (13%) siendo

el dispositivo intrauterino (DIU) el método anticonceptivo mds usado
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dentro de la misma poblacién independientemente del aislamiento de

G. vaginalis. En la poblacién sin vaginosis bacteriana no se observd rele-
vancia en los métodos de higiene personal (duchas vaginales), mientras
que el uso de dispositivo intrauterino fue mayor cuando no se aislo

G. vaginalis (20.1%) siendo éste similar al presentado en la poblacién con

vaginosis bacteriana.

La vaginosis bacteriana es una infeccién cuya sintomatologia es
leve o nula y por lo tanto existe la controversia acerca de los sintomas
presentados. La tabla 7 presenta la sintomatologia manifestada por la
paciente; notdndose que en ambas poblaciones no se presenta una com-
binacién bien diferenciable de sntomas sin embargo, dentro de la poblacién
enferma la unificaci6n de la presencia de leucortea anormal, olor y/o

ardor o irritacién fue la combinacién m4ds frecuente.

En la poblacién aparentemente sana el pardmetro mds frecuente es
la presencia de leucorrea anormal lo que coincide en lo reportado en

la tabla 4. El siguiente pardmetro fue la presencia de ardor o irritacién.

11 IDENTIFICACION MICROBIOLOGICA DE MICROORGANISMOS
OBTENIDOS A PARTIR DE MUESTRAS VAGINALES

Los resultados obtenidos en la identificaci6én de los diferentes micro-

organismos aislados de las muestras vaginales fueron los siguientes:
a) Candida spp.

En el medio selectivo de Biggy este hongo presento colonias cremosas
u oscuras, opacas, convexas, de 1 a2 2 mm. de didmetro. Su morfologia
microscépica fue elipsoidal o esférica presentando refringencia, frecuente-
-mente se encontraron en proceso de gemacién siendo gram-positiva su
tincién (fig. 2). Posteriormente al iniciar la proliferacién del tubo germi-

nativo en suero humano, a cabo de 24 horas de incubacién se observé
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“forme" (fig. 3), esta prueba uene como obje
entre Candida spp. y C. alblcans enconlréndos

proporcién (57%).

b) Neisseria gonorrhoeae

En el medio de Thayer-Martin y en el medio de agar gélosa
chocolate el gonococo se presento como colonias blaﬁco—griséceas, :
convexas, lisas, redondas y de 0.5 a 2 mm. de didmetro. En el frotis de
Gram se observaron diplococos gram-negativos con sus paredes adyacen-
tes aplanadas ddndole forma de granos de café.

Su identificacién bioquimica fue demostrada por los siguientes
resultados:

—

Reacci6n de catalasa positiva, cuando se presenta burbujeo
al poner en contacto la cepa sospechosa con el peréxido de
hidrégeno.

2. Reaccién de oxidasa, distinguible por la aparicién de un color
morado fuerte en el disco impregnado con el reactivo de
oxidasa indicando la positividad de la reaccién.

3., Reaccién de coaglutinaci6n, presentdndose grumos con la cepa

sospechosa y los reactivos de coaglutinacién.

Bl

Utilizacién de carbohidratos positives, cuando se aprecia un vire
de color naranja a amarillo en la parte superior del tubo de

lactosa, permaneciendo naranja en los restantes.
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c) Gardnerella vaginalis.

En el medio de HB la morfologia de las colonias de G. vaginalis
fue: puntiforme, redondeada, convexa y betahemolitica ddndoles una

apariencia de gotitas de agua.

Al examinar un frotis con tincién de Gram se encontraron formas
cocobacilares gram-variables o gram-negativas, en pares o aisladas

observindose algunas veces formas de L o V.

La identificacién bioquimica de este microorganismo se realizé

mediante el anallsis de los 3 ensayos siguientes:

1) Reaccién de catalasa negativa, cuando no se presenta burbujeo

de la cepa sospechosa con el peréxido de hidrégeno.

2) Utilizacién de carbohidratos positiva, cuando hay un vire de
color naranja a amarillo en el almidén y dextrosa mientras

que el naranja persiste en la rafinosa y manitol.

3) Hidtélisis del hipurato positiva, cuando aparece un color morado
fuerte, al agregar el reactive de ninhidrina después de una

incubacién de 24 horas.

Como podemos observat en la taﬁla 8 la morfologfa microscdpica,
colonial, la beta-hemélisis y la reaccién de catalasa obtuvieron un 100%
de positividad; la hidrélisis del hipurato obtuvé un 93%, mientras que en
las reacciones de utilizacién de carbohidratos un 91% fue parael almidén
positivo, un 70% de dextrosa positiva y un 100% para manitol y rafinosa

negativa.
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Trichomonas vaginalis

Al observar el microscépio la morfologia de este microorganismo
se vi6 que concordaba con la descrita anteriormente {fig. 1) encontrdndose
positiva su identificacién. '

Il - CONSERVACION DE LA CEPA TIPO {ATCC) DE
G. vaginalis

_ En las tablas 9 y 9.a se presentan los datos de conservacién a
corto plazo utilizando medio semisélido y sélido, observindose que este
dltimo fue el mejor cuando fue preparado con medio nacional y se
colocé en condiciones de refrigeracién. En este medio las cepas de

G. vaginalis mostraron viabilidad entre los 30 a 50 dfas,

Las grdficas 1, 2 y 3 contienen los datos de conservacién de cepas
crecidas en diferentes medio liquidos y bajo diferentes condiciones de

temperatura.

En la grédfica 1, elcaldo eugon-glicerol y el caldosoya tripticasa- )
glicerol fueron medios adecuados para la conservacién de la cepa tipo,
mientras que en la gréfica 2 y 3 tan solo el caldo soya tripticasa-

glicerol es el medio adecuado para la conservacibén a 4% y _20° C.

Asi mismo, en las tres graficas al compararlas podemos obtener
. (o]
que las temperatiras adecuadas en forma descendente fueron: -70°,

-20° y 4%,

La grifica 4 presenta los datos de la conservacién a largo plazo
por liofilizacién, en donde en el lote 1 y 2 se utilizo caldo eugon-suero
como medio de crecimiento, y leche peptonizada y leche descremada

como medio de conservacién respectivamente (medio soporte), mientras
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que en el lote 3 se utilizé como medio de crecimiento caldo soya
tripticasa-suero y leche descremada como medio soporte. Al comparar
los 3 lotes, tanto el lote 1 como el 2 muestran un rango de super-

vivencia ligeramente mayor que el lote 3.

Al comparar las cuatro grdficas y observar el mayor tiempo de
conservacién tenemos que -20° y -70%C y la liofilizacién (200 dias
aproximadamente) sonlos tres métodos adecuados para la conserva-
cidn de G. vaginalis.



DISCUSION

El estudio de las enfermedades cetvicovaginales es de importancia

~.'debido a su alta frecuencia dentro de la poblacién femenina (De la Cruz y

Célderén, .1985), siendo las mds comunes la gonorrea y la vaginitis
atribuida a T. vaginalis, Candida, spp. y G. vaginalis, encontrdndose que
los métodos de aislamiento e identificacién varfan de un agente etiolégico

a otro,

1 AISLAMIENTO MICROBIOLOGICO DE MUESTRAS VAGINALES

Se ha podido demostrar que la frecuencia de apariciéon de las enfer-
medades cervicovaginales varfa conforme al tipo de poblacién, aunque
como el caso de la tricomoniasis, candidiasis, vaginosis bacteriana y
gonorrea que son infecciones que pueden encontrarse en poblaciones
sanas en forma asintomdrica ha sido de gran importancia al tratar de

detectarlas para evitar problemas de salud,

La vaginosis bacteriana producida por G. vaginalis fue la mds
frecuentemente encontrada en nuestros individuos en comparacién con las
anteriormente mencionadas, sin embargo, existen puntos que no han sido
aclarados en la actualidad por lo cual es importante seguir estudiandola.

La poblacién con vaginosis bacteriana y la poblacién aparentemente
sana, corresponde a una poblacién homogénea de trabajadoras del
Seguro Social de la Clinica # 25, en donde el 71.9% son profesionistas,
encontrdndose que ninguna de las 507 mujeres {poblacién total) mani-

festé sintomatologfa (tabla 7).

Dentro de la poblacién total se obtuve un orden decreciente de
aislamiento de la siguiente manera: G. vaginalis, Candida spp. en una
frecuencia similar; T. vaginalis en catorce veces menos y

N. gonorrhoeae en un porcentaje adn menor que el anterior; la comlina-



- cién.que se presenlo més frecuememente fue 1a de G vagmalf con

Candida spp. (6.0%) en aproximadamente .la’ mitad de la frecuencm pre:
sentada como microorganismos aislados; las otras posnbles combmacxones

con' los demds microorganismos obtuvieron un porcentaje meno B

Podemos observar una situacién similar entre G. vaginalis'y:
Candida spp., ya que en la primera sigue existiendo la’ controversia de
si constituye parte de la flora normal. Algunos investigadores la asocian
con la vaginosis bacteriana presentdndose esta dltima en frecuencia

similar con la candidiasis (Balsoon et. al., 1980),

Asf mismo, se ha reportado casos en los cuales la presencia de
Candida spp. se puede encontrar en poblaciones asintomdticas como
sintomdticas (Osborne et. al., 1982) ya que este género forma parte de
la  flora normal de diferentes partes del cuerpo humano y que sole bajo
ciertas circunstancias como embarazo, diabetes, el uso de pastillas

anticonceptivas, obesidad, etc. puede manifestar su patogenicidad.

Por otro lado, Taylor y col. (1982) reporta que Candida spp. se
aisl4 con mayor frecuencia de mujeres con un solo compaiero sexual,
mientras que T. vaginalis es mds com(n en mujeres con varios compaiieros

sexuales.

La frecuencia de T. vaginalis y N. gonorrhoeae no es importante

dentrc de la poblacién estudiada, ya que ambas son patégenos trans-
mitidos predominantemente por via sexual, incrementdndose su frecuen-
cia en poblaciones femeninas con mucha promiscuidad en sus relaciones

sexuales.

Nuestros resultados concuerdan con lo reportado por Amsel y col.
(1983), quien estudié una poblacién estudiantil sana encontrando a
G. vaginalis en 40%, Candida spp. 10% y T. vaginalis en 2%. En cambio
Gardner y Dukes (1955) estudiaron a mujeres activas sexuvalmente y

con presencia de leucorrea obteniendo en un 92% la asociacién vaginitis



ihésb'ei:rfikc';{il-lr.:Vag‘ inalis, tricomoniasis 19.7% y candidiasis en 4.3%:

Desde. hace varias décadas se conoce la vaginitis provocada por
hongos 'y tricomonkas, mds recientemente se agregd una tercera
denomindndosele "vaginitis inespecifica* (Gardner y Dukes, 1955;

Amsel et.al., 1983). Estas tres infecciones son importantes dentro de la

prictica ginecolSgica debido a su alta frecuencia (Leighton, 1982).

Osborne et.al. (1982) reporté que la asociacién de G. vaginalis,

Herpes simplex virus, T. vaginalis y N. gonorrhoecae son los causantes de

vaginitis estadisticamente significante., De la misina manera Hurd (1979)
menciona que las causas mis comunes de vaginitis son : Candida spp.,

Haemophilus spp. y T'richomonas spp. (25%, 35% y 20% respectivamente).

En 1955, Gardner y Dukes presentaron un estudio efectuado con mujeres
sexualmente activas y que padecian de leucorrea, diagnosticdndoseles vaginitis
inespecifica, a las cuales al realizarles los estudios microbiolégicos se encontro

una bacteria (a la que llamaron Haemophilus vaginalis) predominante dentro

de esta poblacién, concluyendo que H. vaginalis es el agente causal de la
vaginitis inespecifica, ya que fue aislada en un 92%. Los estudios mostraron
que es transmitida sexualmente y los pacientes presentaban una leucorrea
grisdcea, homcgénea, fétida, con un pH vaginal entre 5 y 5.5. y ademds
observando un examen en fresco se encontraban células guia (células epite-
liales cubiertas de cocobacilos gram-negativos o gram-variables ddndoles

un aspecto granular) pudiéndose encontrar ademis climulos de bacterias

fuera de las células epiteliales.

A partir de este estudio se le asocié a H. vaginalis con la vaginitis
inespecifica.

Se han realizado estudios donde se tomo como principal caracteris-
tica la presencia de leucorrea anormal ya que éste es uno de los sintomas
mds comunes de la vaginitis inespecifica (Gardner y Dukes, 1955; Hued,
1979).




Reilly y Human (1983), aislaron a ' G. vaginalex en 6.7% de mujeres
‘que posefan leucorrea anormal excluyendo a mujeres que pertenecian al
departamento de Medicina Genito-urinaria, concluyeron que sélo bajo
ciertas circunstancias es un patSgeno; lo que contrasta con los hallasgos
de Mirza et.al. (1983), quienes la aislaron en un 75% de una poblacién
de una clinica de enfermedades transmitidas sexualmente y que padecfan
por lo tanto de leucorrea anormal.

Lee y Schamal (1973) estudiaron una poblacién femenina de una
escuela correccional donde aisiaron en un 13.6% a G. vaginalis padeciendo

la mayorfa leucorrea anormal.

Sin embargo, existen autores que han resgistrado la presencia de
G. vaginalis en poblaciones asintomdticas, (Tatlintony D'Abrera, 1967;
Lewis et. al., 1972; McCormack, 1977; Levison et al, 1979, Dattani et. al,
1982; Totten et al, 1982; Amsel et,al, 1983; Easmon e ison, 1983; Jolly,
1983; Moss, 1983; Ratnam y Fitzgerald, 1983).

Dentro de nuestra poblacién asintomirica se aislo a G. vaginalis
en un bajo porcentaje (14.3%) por lo cual sugerimos que este micro-
organismo al igual que Candida spp. se pueden encontrar como parte
de la flora normal vaginal y que s6lo bajo ciertas circunstancias
puede comportatse como un patégeno, en otras palabras es un patégeno
oportunista (Levison et al, 1979).

Nuestra poblacién total presento el cuadro de vaginosis bacteriana
en un 18.05% de donde la mitad aproximadamente le fue aislada
G. vaginalis, mientras que la poblacién que manifesto tan solo el cuadro
de vaginosis bacteriana obtuvo un porcentaje similar, Esto nos indica que
no existe relacién entre el aislamiento de G. vaginalis y la vaginosis bac-

teriana para la poblacién estudiada.
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Amsel et gl. (1983) y Levison et, al. {1979) mencionan que la inci-
'dygncia de G. vaginalis aumenta en la poblacién que presenta la vaginosis
bacteriana, sin embargo, los trabajos de Dattani et al. (1982); Totten
et,al. (1982) Moss (1983) y Ratnam y Fitzgerald (1983) practicados en
poblaciones con vaginosis bacteriana, reportan un porcentaje de aisla-
miento de G. vaginalis que varia del 27% al 92%.

Como podemos cobservar los porcentajes son diferentes de un tipo de
poblacién a otra adn dentro de poblaciones con caracteristicas similares,
esto ha traido como consecuencia que siga existiendo la controversia

alrededor del papel de G, vaginalis en la vaginosis bacteriana.

En los dltimos afios se ha reportado que G. vaginalis no es la
dnica bacteria que produce la vaginosis bacteriana, sino que existe también
un aumento de bacterias anaerobias que son las causantes del olor {€tido
del flujo vaginal. Hasta ahora no se sabe bajo que condiciones se efectud
el sobrecrecimiento de ambos tipos de bacterias y en que orden se lieva
a cabo (Spiegel et. al., 1980; Leighton, 1982; Blackwell et al., 1983).

Anteriormente no estaba bien definida la vaginosis bacteriana
asocidndose tinicamente a la presencia de leucortea grisdcea y fétida
(Gatdner y Dukes, 1955), no fue sino hasta 1983 con Amsel y col., que
propusieron 4 criterios principales para definir y diagnosticar el cuadro

de vaginosis bacteriana (pdg. 12).

Los criterios de mayor relevancia en el reporte de Amsel y col.
(1983) fueron: el pH vaginal mayor de 4.5 y la deteccién de aminas
anormales estando ambos puntos estrechamente relacionados ya que las
aminas anormales como la cadaverina y la putrescina son productos de
desecho de bacterias anaerobias lo que provoca que se eleve el pH va-
ginal normal y le confiera un olor caracteristico a la leucorrea vagi-
nal (olor a pescado) en contacto con el reactivo de hidiéxido de pota-

sio. El otro criterio importante es la presencia de células guia
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‘(célqias descritas por ptimera vez por Gardner y Dukes (1955)) quienes
propusieron que Gardnerella (Haemophilus) vaginalis es un microorganismo
que no infecta tejidos, sino que es un pardsito de las células epiteliales

por lo cual su sintomatologia es leve.

La leucorrea anormal como la definié Amsel y col. (1983) es un
flujo delgado y homogéneo en tanto que Gardner y Dukes {1955), la
describieron como una leucosrea grisdcea y fétida. Existen trabajos en los
cuales se ha encontrado relacién con la presencia de flujo vaginal anormal

.y en otros en la cual no existe.

En nuestra poblacién con vaginosis bacteriana los criterios descritos

por Amsel y col. fueron observados en el siguiente orden:

1) La prueba positiva de diaminas.
2) El'pH vaginal mayor a 4.5.
3) La presencia de células guia en el examen en fresco.

Dentro de esta poblacién la frecuencia de cada uno de ellos es
diferente cuando no fue aislada G. vaginalis (tabla 4).

Si comparamos nuestros resultados con los obtenidos por Amsel y
col. (1983), el pH vaginal mayor a 4.5, la presencia de células gufa y
la presencia de diaminas, son caracterfsticas vdlidas para el diagnéstico
de vaginosis bacteriana en la poblacién enferma independientemente del

aislamiento de G. vaginalis.

Lo anteriormente mencionado es apoyado por trabajos realizados por
Spiegel (1980, 1983) donde se correlacioné en un 93% la presencia de
células gufa y en un 90% la deteccién de diaminas en una poblacién con
vaginosis bacteriana; Blackwell et al,, (1983) encontro un 100% de correla-

cién entre los pardmetros anteriormente mencionados.
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. Blackwell et.al. (1983) y Mirza et.al. {1983) relacionan los tres
"-pumos antes mencionados con el aislamiento de G. vaginalis encontrando
una estrecha correlacién; para nuestra poblacién no existe tal relacién
lo que viene apoyar la hipStesis formulada por Spiegel (1980):

G. vaginalis no es el dnico microorgani.smb.involucrado en la vaginosis
bacteriana, sino que existe una relacién sinérgica entre G. vaginalis

y algunas bacterias anaerobias",

El cuarto criterio, la presencia de leucorrea vaginal anormal presenta
la més baja frecuencia en comparacién con los otros tres pardmetros por
lo cual no es una caracteristca confiable y dnica para definir la vagino-

sis bacteriana.

En la poblacién aparentemente sana, la frecuencia de los 4 pardmetros
fue menor que en la poblacién con vaginosis bacteriana, los mds importan-

tes som:
1) El pH vaginal mayor a 4.5. (28.3%).

2) La presencia de leucorrea vaginal anormal (15.5%) cuando no
se aislé G, vaginalis.

El pH vaginal normal oscila entre 4 y 4.2. dependiendo del ciclo
menstrual y del tipo de flora bacteriana predominante (Hurd, 1979;
Spiegel et. al., 1980).

Se ha podido establecer que cuando el pH vaginal se ve alterado es
debido a que los lactobacilos que constituyen la flora vaginal normal
dominante disminuyen o desaparecen, trayendo como consecuencia que
la acidez baje y el medio se vuelva més alcalino propiciande la prolifera-
cién de otro tipo de bacterias principalmente anaerobias
(Peptococcus spp., Bacteroides spp. y Peptostreptococcus spp.) (Spiegel
et.al., 1980; Amsel et. al., 1983). Por consiguiente al aumentar la flora

bacteriana anaerobia los productos de desecho cambian a compuestos



. _amnnados, los que son responsables del olor fétido caracterfstlco de secre-"
i 4c1ones ‘vaginales  anormales, intensificando el olor al agregat hldréxxdo de
pomsno (Spiege! et.al.,1980; Chen et.al., 1983).

Otra de las causas del aumento del pH vaginal es la presencia de
moco cervical (Blackwell y Barlow, 1982) y la presencia de semen en la
muestra vaginal (Chen et. al., 1983).

Sin embargo, la presencia de leucorrea anormal cobra mayor impor-
tancia en la poblacién aparentemente sana, ya que puede ser causada
por factores [isicos, quimicos o psicol6gicos, presencia de gérmenes opor-
tunistas y erosién cervial (Hurd, 1979; Arya et.al., 1983).

La observacién de células guia es quizd el criterio mds importante y
significante para el diagnéstico de la vaginosis bacteriana ya que al examinar
la muestra sospechosa también se pueden apreciar climulos de bacterias
fuera de las células epiteliales (Gardner y Dukes, 1955; Dunkelberg, 1965;
Tarlinton y D'Abrera, 1967; Leighton, 1982).

La tabla 5 muestra la relacién de células gufa con el crecimiento
y concentracién de G. vaginalis. En la poblacién con vaginosis bacteriana
G. vaginalis presentd un crecimiento de 4+ més frecuentemente.

G. vaginalis no es una bacteria que ataque tejidos vivos, sino que
es considerada como un pardsito de células epitcliales (Gardner y Dukes,
1955; Tarlinton y D'Abrera, 1967; Hurd, 1979). Al cambiar la flora normal
se propicia que las bacterias anaerobias y G. vaginalis recubran las célu-
las, no que les confiere un aspecto granular dificultando apreciar sus bor-
des,

Dentro de la poblacién enferma estudiada existe una estrecha rela-
ci6én (94.1%) entre la presencia de células guia y el cuadro de vaginosis
bacteriana, siendo esta relacién muchc menor (0.7%) en la poblacién sana.

Esto es apoyado por lo reportado por Amsel et, al., (1983), el cual



encuentfa un 90% de: asociacién entre

" tincién de Gram para poder distinguir las formas de las bacterias'y.

“presencia; de: células gufa y lﬁ :

vaginosis bacteriana y-tan s6lo un 10% entre célu\as gufa en mujere

sanas'y con G. vagmahs.

El examen en fresco demostré ser muy seguro para identificar la
células gufa, sin embargo, es recomendable la observacién. del frotis.con

evitar confusiones, ya que algunas veces los lactobacilos tapizan’las cél\i—: .
las epiteliales provocando lecturas falsas positivas (Dunkelberg, 1965):

Se han efectuado estudios donde se analizaron varios factores que.”

predisponen a la aparicién de la vaginosis bacteriana (tabla 6), entre
los més importantes encontramos a las duchas vaginales y los métodos
anticonceptivos (Lewis et.al., 1972; McCormack et. al., 1977; Dattani

et.al., 1982; Taylor et,al., 1982).

Los diferentes métodos anticonceptivos y en especial las diferentes
sustancias que existen para realizar duchas vaginales no muestran una
correlacién con la aparicién de la vaginosis bacteriana y el aislamiento
de G. vaginalis lo que difiere de los resultados de McCormack et al.
(1977) y Dautani et. al.(1982), los cuales reportaron la dependencia de
la vaginosis bacteriana y la ingestién de anticoceptivos orales.

En el presente trabajo se observo que la poblacién enferma y sin

G. vaginalis tiene una frecuencia del 13% en cl uso de ducha con

benzal en tanto que en la poblacién sana se obtuvo una frecuencia de
6.7%, para los otros tipos de duchas se presentaron en frecuencias simi-

lares para ambas poblaciones.

La ducha realizada con benzal no es suficiente para eliminar ia
vaginosis bacteriana, ya que el benzal es una sustancia que cambia las
condiciones naturales de la vagina provocando la desaparicién de lacto-

bacilos (flora vaginal normal).
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Sin embargo, nuestros resultados estdn apoyados pot los trabajos
de Lewis et. al.(1972), McCormack et, al. (1977) y Taylor et. al. (1982),
en donde é&stos no econtraron ninglin tipo de asociacién entre el uso de
diversos métodos anticonceptivos e higiene personal y el cuadro de la

vaginosis bacteriana.

El cuadro de vaginosis bacteriana posee una sintomatologia muy
leve o benigna, ya que como se mencioné antetiormente los agentes
etiolégicos parasiten las superficies de las células por lo cual no se en-
cuentra enrojecimiento, sangrado, ni se reporta un gran porcentaje de
ardor o dispareumia (Gardner y Dukes, 1955; Taylor et.al., 1982;
Chattopadhyay, 1984).

En cuanto a la sintomatologia referida por la paciente las frecuen-
cias mayores fueron cuando no se manifesté ninguna alteracién (44.7%
y 56.3%). En la poblacién con vaginosis bacteriana la conjuncién de la
presencia de leucorrea anormal, olor y ardor o irritacién (11.8%) ocupa
el segundo lugar en importancia, estos dltimos tres sintomas son los
mds comunes en la vaginitis. En la poblacién sana la presencia de
leucorrea anormal es la segunda en importancia, lo que es corroborado
por el médico ginecdlogo (signologia) (tabla 4). '

La deteccién de leucorrea anormal se basa en su color, olor y
aspecto. Recordando que la vagina es una regién fdcilmente contamina-
ble, es probable que las alteraciénes observadas se daban a la presencia
de otros microorganismos como Chlamydia trachomatis, Ureaplasma

urealyticum etc., los que originan también una sintomatologia o cam-
bian los signos de un cuadro de vaginosis bacteriana ya existente
(Blackwell y Barlow, 1982).

Amsel y col. (1983) encuentran correlacién entre la leucorrea
vaginal de color grisdceo y fétida asociada al cuadro de vaginosis bacte-
riana, mientras que Dattani et. al. (1982) y Ratnam y Fitzgerald (1983) .
reportaton la presencia de leucorrea vaginal fétida, prurito, dispareumia y



disuria en poblaciones con vaginosis bacteriana decreciendo cada una

de ellas en importancia.

Para nuestra poblacién la sintomatologla es benigna o leve ya que
se manifiesta por: leucorrea vaginal anormal preferentemente amarilla,
irritacién o ardor, sin embargo, el mayor nimero de casos no mani-

fiestan ninguna sintomatologia al cuadro de vaginosis bacteriana.

I IDENTIFICACION MICROBIOLOGICA DE MICROORGANISMOS
OBTENIDOS A PARTIR DE MUESTRAS VAGINALES

Los procedimientos para identificar a Candida spp., Trichomonas spp.

y Neisseria spp. son métodos estdndar por lo cual su identificacién no

fue dificultosa.

Para G. vaginalis las pruebas de identificacién son diversas y son

diferentes los esquemas propuestos {Totten et. al,, 1982; Jolly, 1983).

En este trabajo las cepas identificadas como G. vaginalis cumplen
todos los criterios propuestos por Piot et. al. (1982) como: la morfologfa
microscopica, cocobacilos gram-variables o gram-negativos (predominando
ésta iltima), solos o en pares, con un grado ligero de pleomorfismo; si_
morfologfa tipica colonias beta-hemdliticas, redondas, convexas, trans-
licidas, que van de 0.1 a 0.8 mm. de di4dmetro aproximadamente; la
utilizacién positiva del almidén, la no utilizacién de manitol y rafinosa;
la reaccién de hidrélisis del hipurato positiva y la reaccién de catalasa

negativa.

La utilizacién de carbohidratos no Son reacciones muy confiables,
especialmente la llevada a cabo con el reactivo de dextrosa,
Dunkelberg et. al., (1969) confirma lo anterior proponiendo que la dextrosa
pierde su actividad cuando es esterilizada en autoclave. Bailey et. al,,
(1979) no reporté la utilizacién de dextrosa por G. vaginalis, mientras
que Levison et.al., (1979) y Greenwood y Pickett (1979) reportaron la



“utilizacién positiva de dextrosa.

© La hidrélisis del hipurato no se realizé en un pequefio nimero de
cepas. Piot et.al., (1984) efectué un estudio en donde obtuvo biotipos
diferentes de las cepas de G. vaginalis proponiendo que el cambio de
biotipos de las cepas puede deberse al grado de virulencia de ellas,
a la reinfeccién de la paciente o a que puede poseer varios tipos de

cepas y por lo tanto diferentes biotipos.

El esquema de identificacién que se efectué en este trabajo para
G. vaginalis y que fue propuesto por Piot y col. (1982) es lo suficiente-
mente seguro, sin embatgo éste dltimo y otros autotes como Dukes y
Gardner (1961), Bailey et al.,, (1979), Leighton (1982) y Jolly (1983)

proponen otre tipo de pruebas que completan la identificacién de

G. vaginalis.

Il CONSERVACION DE LA CEPA TIPO ATCC (14018) DE
G. vaginalis

La conservacién de microorganismos tiene como objetivos primor-
diales, mantener los cultivos tipos vivos en condiciones cercanas a las
que tenfan al ser aisladas, sin mutaciones ni variaciones y sin contami-
nantes, pudiendo ser utilizados para fines diddcticos, de investigacidn,
industriales o para emplearlos en bioensayos (De la Cruz, 1982).

La conservacidén se lleva a cabo por diferentes métodos como,
congelacién, resiembra, liofilizacién, etc., asl mismo la efectividad de
cada una de ellas depende de la cantidad de inéculo que se coloca en
el medio y del medio de soporte donde son conservadas, teniendo que
colocar un inéeulo grande de microorganismos hay una mayor proba-
bilidad de supervivencia (De la Cruz, 1982).

Existen pocos trabajos acerca de la conservacién de G. vaginalis.
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En el presente estudio la conservacién a corto.plazo de-las.cepas
de G. vaginalis en el medio sélido y en condiciones de’ 'refrigeraci6_n
tuvo una supervivencia de 30 a 50 dias. Tarlinton y D'Abrera-(1967)
reportaron un promedio de supervivencia similar al nuestro -en "3 semanas
aproximadamente a 4°C utitizando el medio sélido de agar gelosa

chocolate.

La conservacién de las cepas de G. vaginalis en diferentes medios
lfquidos fue Sptima cuando fue congelada a -70°C utilizando indistinta-
mente el caldo eugon-glicerol o caldo soya tripticasa-glicerol. Lo anterior
es apoyado por lo reportado en el Manual de Bergey donde mencionan
la temperatura de -70°C para obtener una mejor viabilidad (Buchanan
y Gibbons, 1974).

Para los dos tipos de conservacién el factor importante es el ‘mante-
nimiento de las bajas temperaturas ya que cuando por fallas eléctricas
se elevé la temperatura de los congeladores incrementando los micro-
organismos su metabolismo, y al bajar la temperatura de manera brusca
se provoca un mayor nimero de muertes trayendo comeo consecuecia

la alteracién de la supervivencia.

Aunque tan solo se utilizaron dos soportes, los resultados indican
que la efectividad de la liofilizacién depende del medio de crecimiento
y no del medio de soporte, Como podemos observar en la grifica 4 al
cambiar el medio de cultivo en el que crecié la cepa hay un mayor
indice de muerte de microorganismos mientras al mantener las mismas
condiciones de crecimiento y cambiar el medio soporte la viabilidad
es similar. Lo antetior puede ser debido a que el cado eugon-suero
provoca el desarrollo éptimo de las cepas de G. vaginalis manteniendo
sus condiciones al colocarlas en el medio soporte ya que probablemente
este medio de crecimiento contiene una sustancia que protege a las
cepas durante el proceso de liofilizacién. Sin embargo, debemos de

puntualizar que la curva de supervivencia del lote 3 no posee los puntos
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suficientes. para afirmar que el caldo soya tripticasa no sea efectiva-
:“para la conservacién de las cepas, ya que las tres curvas se mantienen

dentro del rango de dos logaritmos.

Por otro lado si comparamos los diferentes métodos de conserva-
cién podemos decir que la liofilizacién es el mejor de ellos, ya que las
cepas tienen un tiempo de supervivencia de 6 a 7 meses aunque cada
uno de ellos puede ser utilizado conforme a las necesidades dando

buenos resultados.
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CONCLUSIONES

En el presente trabajo se estudic una poblacin -aparentemente sana
en donde los organismos mas frecuentemente aislados fuerbn:" '
G. vaginalis y el género Candida spp. encontrdndose ast m\smo mayor’
asociacién entre ambas.

Garduerella vaginalis es asociada con el cuadro de vaginosis

bacteriana, en este estudio no se encontré correlacién entre las dos
anteriores. Por lo tanto, G. vaginalis se puede encontrar como parte de la
flora normal vaginal comportdndose como un patégeno oportunista bajo
circunstancias ain no comprendidas y apoyando asl la hipStesis propuesta
por Spiegel (1980, 1983): "G. vaginalis y las bacterias anaerobias actdan

en conjunto para provocar el cuadro de vaginosis bacteriana'.

AsT mismo, Amsel y col. (1983) propusieron 4 criterios para diag-
nosticar el cuadro de vaginosis bacteriana, siendo los mds sobresalientes
dentrode nuestira poblacién con tal cuadro los siguientes: la presencia
de diaminas, el pH vaginal mayor a 4.5 y la deteccién de células gula,
este iltimo pardmetro es quizd el més importante. Si correlacionamos
el crecimiento de G. vaginalis con la presencia de células gula en la
poblacién con vaginosis bacteriana encontramos que, el crecimiento
fue de 4+ cuando se aislé dicho organismo encontrdndose células guia
en todos los casos independientemente de la presencia de

G. vaginalis,

Por otra parte, los pardmetros asociados al cuadro de vaginosis
bacteriana como, los difetentes métodos anticonceptivos y los métodos ]
de higiene personal para esta poblacién estudiada no estdn correlacionados

con tal cuadro.

Asf mismo, la sintomatologia y signologia referida al cuadro de :

vaginosis bacterizna es leve o benigna.
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EL esquéma de identificacién propuesté por Piot et.al. (1982) que
fue realizado en este trabajo fue lo suficientemente seguro comprendien-
do las siguientes pruebas: morfologfa colonial y microscépica caracter{s-
tica, la utilizacién del almidén y dextrosa y la no utilizacién de manitol

"y rafinosa, as{ como también la hidrélisis positiva del hipurato y la reac-

cién negativa de catalasa.

Con lo referente a la conservacién de G. vaginalis fue adecuada
en el medio sélido con compuestos nacionales a una temperatura de
4°¢, en medio fquido a -70%C y el método més efectivo fue la liofi-

lizacién,

Por dltimo, mencionaremos que en nuestro pais los estudios efec-
tuados sobre la vaginosis bacteriana, los agentes que lo provocan y
los diversos factores que pueden propiciar su aparicién son muy pocos;
por lo cual recomendamos que se realizen diferentes tipos de inves-
tigacién desde el punto de vista bacteriolégico e inmunolégico.



CUADRO 1. CARACTERISTICAS DIFERENCIALES DE LOS GENEROS:
Haemophilus spp., Corynebacterium spp. y Gardnerella sp.

GENEROS
CARACTERISTICAS Huemophilus Corynebacterium Gardnerella
Tincién de Gram - + -0+
Reaccién de catalasa no si no

Presencia de arabinosa . .
en la pared celular no si no

Factotes X y V

necesatios si no , no
1
G/C en moles (%) 38-42 52-68 o s
]
Unién de DNA solo  con solo con solo .con
Haemophilus Corynebacterium Gardnerella

Tomado de: Vontver y Eschenbach, 1981,



CUADRO 2. PRUEBAS RECOMENDABLES PARA LA IDENTIFICACION DE

G._vaginalis
PRUEBBA G. vaginalis ucor,
Reaccién de catalasa o no
Beta hemélisis en HB si ] - ™
Hidrélisis del hipurate si S variable
Hidi6lisis del almidén si : variable
Reaccién de alfa-glucosidasa si R s
Reaccién beta-glucosidasa no . variable
Produccién de 4cido de: maltosa si si
manitol no variable '
Zona de inhibicién con: a
- metronidazol, 50 microgramos (PSD) alguna zona no hay zona '
- nittofurantolna, 150 mictogramos :
(H agar) mayor & 45 mm. menor & 45 mm,
- sulfonamida, 1 mg. (H agar) ninguna zona variable
- bilis 10% (PSD) ninguna ona ninguna zona

Tomado de: Piot et al., 1982,

UCQ', Corineformas no identificadas parecidas a G. vaginalis
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CUADRO 3, CUESTIONARIO REALIZADO EN LA POBLACION FEMENINA

DIREXCION GENERAL [E MEDICDNA PREVENTIVA No. Progresivo
ARCRATCRID [E DWESTIGYCIN Y DESNRROOLIO Expariiente No
CLINICA [E SECRECTON TRANSVAGINAL Fecha:

Narkre:

Bl

Damicdlio:

ANTECEDENTES DE IMPORTANCIA

Familiares
Higgiénico dietético (Duchas vagfinales, befo dlario, aseo de manes):
Quintgicos
Otros: Brvicerazo Disbetes
Antecedentes Gineco (ostetrioss de importancia:
.UM Mmarea Vida Seaml Activa Frecvencia
Trastomes mertnales Infeccioes Vengreas Ant
Mt anticorceptivo Inyectable Qal DI Otros
Copeercs sexuales Clrancidat
Sargrad post aoito Disugdia
Miltiperidad Gsta Para Cesaréas Aortos
—SECRECION VAGINAL:
Anticuedd ~Cérvix
Cantided Brojecimento
Coler UNeeras
Oloxr Sargrab
coresi , I
-Prurito Frosicn
-Ardx Tumcracioes

Placas yrojizas

Otros
CALIFICACION
- Irexistente + Leve ++ Md=ab ++ Intenso MR severo
— VAGINA:
Antrs hararragios
~ GENITAES EXTERNGS
Vesfrolag Bera Frrojecimenn
ExAmeres post-tratananto
Omervacicres ¢
i K

EXAMEN EN FRESCD. (CELULAS POR CAMPO 40 X)
Células guia Trichomonas
Levaduras Leucocitos
Protis de Gram R
Lactobacilos Bacileos Gram Neg.
Cocobacilos Gram Var. Cocos Gram Pos.
Bacilos curvos Gram Neg. Células guia

Cultivo =
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DIAGRAMA 1
OBTENCION DE MUESTRAS GENITALES

Medio de Thayer-Martin Frotis’ para tmcnén
Endocérvix < (Neisseria gonorrhoeae) de Gram

(G. vaginalis)

Medio de Transporte ~—— Medio de Biggy
FONDO DE _—Yde Stuart (Candida spp.)
SACO VAGINAL '

\ Examen de fresco — Tricomonas, levaduras y
células gufa.

Detectar olor caracteristico, medir pH y hacer

pruebas de diaminas
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DIAGRAMA 2

IDENTIFICACION DE
Candida albicans

Morfologia Morfologia

—— —» Candida
/colonial microscépica
MEDIO DE
\Cuatro Tubos con
————p — Produccién  de

BIGGY
colonias suero germinativo

Candida albicans



-.57 =

DIAGRAMA 3

IDENTIFICACION DE
N. gonorrhoeae

Morfologia Morfologla
olonial microscopica
N. gonorrhoeae
- PLACA DE IR
THAYER ] Utilizacién de carbohi-
MATIN dratos : glucosa (+)
Reaccién de: . Reaccién de:

catalasa (+) —p coaglutinacién
- oxidasa (+)
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" DIAGRAMA 4

IDENTIFICACION DE
G. yaginalis

T Morfologia Morfologla :
/ colonial microspépica-\
MEDIO DE'. .. . ' ' G. vaginalis
HB y
: Reaccién de Utilizacién de Hidrélisis de
catalasa (-1) ——> carbohidratos: ——+ Hipurato (+)
almidén (+)
dextrosa (+)
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Fig. 1 Trichomonas vaginalis

Fig. 2. Células levaduriformes del género J

Candida spp. en proceso de gemacibn.
o 0C

Fig. 3. Aparici6n de tubo germinativo
para la diferenciacién de C. albicans,
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TABLA 1. PRESENCIA DE G. vaginalis (G.v.) EN POBLACIONES
CON Y SIN VAGINOSIS BACTERIANA. ‘

VAGINOSIS BACTERIANA

) G.v SIN G R
EDAD , 337 . 325 NS
INICIACION DE VIDA | R AT S
SEXUAL ACTIVA . - 2.6 . .0 212" © .~ NS
ABORTOS’ Cou 06 ©03 ‘ N.S,
EMBARAZOS LE 306, - 2.4, NS

SIN VAGINOSIS BACTERIANA

(X) G. v SIN G. v N
EDAD 33.4 33.0 NSO
INICIACION DE VIDA ' et T
SEXUAL ACTIVA 21.8 2.5 . oo NS
ABORTOS 0.7 0.5 oINS
EMBARAZOS 3.3 320 TUNS
X Media
X2 ) : Prueba estadistica de chi~cuadrada

N.S.. o No significativo por la prueba de chi-cuadrada
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TABLA 2. FRECUENCIA DE MICROORGANISMOS AISLADOS
EN LA POBLACION TOTAL

MICROORGANISMOS # DE PACIENTES (%)

Gardnerella vaginalis {G.v)
Candida spp.

Trichomonas vaginales (T.v)

Neisseria gonorrhoeae (N.g)

No incluidas

G. v + Candida spp.
T. v + Candida spp.
Tw + G v

N.g+G v

Candida spp. + T. v + G. ¥

TOTAL: = =~ 47 (100)
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TABLA 3. CORRELACION ENTRE EL AISLAMIENTO DE

G. vaginalis Y LA VAGINOSIS BACTERIANA

G. vaginalis
AISLAMIENTO

SIN AISLAMIENTO

PORCENTAJE DE POBLACION
CON VAGINOSIS BACTERIANA

VAGINOSIS BACTERIANA

;
i
'
i
i
'

POSITIVO (% ) NEGATIVO (%)

39/85 (45.9)

46/85 (54.1)

85/471

40/279 (14.3)

239/279 (85.7)

(18.05%)

i



TABLA 4 FRECUENCIA DE LOS PARAMETROS DE AMSEL CORRELACIONANDO'
|~ LA PRESENCIA Y AUSENCIA DE G. vaginalis (G. v)
Y LA VAGINOSIS BACTERIANA

VAGINOSIS BACTERIANA

PARAMETROS DE AMSEL G. v (%) SIN G (%)
pH vaginal mayor a 4.5 39 (45.9) 45 (53)

: - |
Prueba de diaminas 39 (45.9) 44 (51) . )
Presencia de células gufa 39 (45.9) 41 (48.2). 7

Flujo vaginal anormal

(punto de vista médico) 13 (15.3) L 20'(23'.5)j

SIN VAGINOSIS BACTERIANA

PARAMETROS DE AMSEL G. v (%) SIN G.v (%)
pH vaginal mayor a 4.5 24 (8.2) 79 (28.3)
Prueba de diaminas 9 (3.6) 18 (6.5)7
Presencia de células gufa 2 (0.7) 0 (FO) i

Flujo vaginal anormal

(punto de vista médico) N 0(70)_ D 42 (15.1) -
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TABLA 5. CORRELACION ENTRE LA PRESENCIA DE CELULAS GUIA
(C.G) Y EL CRECIMIENTO DE G. vaginalis (G.v) EN PACIENTES
CON Y SIN VAGINOSIS BACTERIANA

VAGINOSIS BACTERIANA

G. v SIN G. v
s CG W) CE () €.G(+)  CG(-) ‘
SIN CREGIMIENTO =70+ 0 4 S
e s o ) 0
o oo
=0 0 0 i
0. 0 0 !
" SIN VAGINOSIS BACTERIANA o
G.'v : SING. v
C.G (+) C.G (-) CG(+) - CG () :
SIN CRECIMIENTO 0 0 ) 239 :
+ 0 8 0 0
++ 0 2 0 0
+44 0 4 0 0
bt 2 24 0 0
+ menos de 10 colonias en la primera estrfa,
+ més de 10 colonias en la primera estria y menos de 10

colonias en la segunda estrfa.
4 més de 10 colonias en la segunda estrfa y menos de 10
colonias en la tercera,

b+ méds de 10 colonias en la cuarta estria,
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TABLA 6. ALGUNOS FACTORES ASOCIADOS CON LA APARICION DE
LA VAGINOSIS BACTERIANA Y G. vaginalis (G.v)

_.DUCHA 'ACUOSA
DUCHA CON BENZAL
DUCHA CON VINAGRE
‘OTRAS

DISPOSITIVO INTRAUTERINO
ANTICONCEPTIVOS LOCALES
OTROS'

DUCHA ACUOSA
DUCHA CON BENZAL
DUCHA CON VINAGRE
OTRAS

DISPOSITIVO INTRAUTERINO
ANTICONCEPTIVO LOCALES
OTROS'

0O

VAGINOSIS BACTERIANA

G.v(%) SlNG.v(%)‘g{
(N = 39) (N=4a6)

0 (0)
3.00.1)
3.(1.7).

12 (30.8)
RO

21 (53.8)

“7247(52.2)

SIN VAGINOSIS BACTERIANA

Gv(%) SING. v {%)
(N =40) (N = 239)
1.(2.5) 20 {8.4)
3 (1.5) 16 {6.7)
32.5)-" 13:(5.4)
T1(2.5) 12 (5)

TRV
% IHER) A

~3-1"7"('77.:_5), S s ey

' Anticoncpetivos orales, .inyecciones, combinaciones y salpingoclasia.
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TABLA 7. CORRELACION ENTRE LA SINTOMATOLOGIA Y LA PRESENCIA
. “O“AUSENCIA DE LA VAGINOSIS BACTERIANA (V.B.)

FLUJO .~ OLOR  IRRITACION V. B. (%) SIN V.B. (%)
ANORMAL 0 ARDOR : S

: - -
- + +
- - +
+ - +
+ - +
- + +
+ +t‘ +
‘,:"'259 (100)

+ ST presenta
- No presenta

* Nimero de pacientes
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TABLA 8. PRUEBAS PARA LA IDENTIFICACION DE

G. vaginalis*®

IDENTIFICACION POR:

MORFOLOGIA MICROSCOPICA

“"MORFOLOGIA COLONIAL

BETA HEMOLISIS EN SANGRE

UTILIZACION DE CARBOHIDRATOS:. .

- ALMIDON (+)
- DEXTROSA (+)
- MANITOL (-)
- RAFINOSA ()

HIDROLISIS - DEL HIPURATO

‘*;LREAcﬁQN”N59531VA DE CATALASA

* Realizadas en110 cepas.

No. DE CEPAS
IDENTIFICADAS

110
110
110

100
7

110"
110

103

®

(100)

» (100)

(100)

(91)
(70)
{100)
(100)

(93.6)
{100)
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TABLA 9. CONSERVACION A CORTO PLAZO DE LA CEPA TIPO
(14018) DE G. vaginalis UTILIZANDO MEDIO SEMISOLIDO
NACIONAL Y EXTRANJERO COLOCADOA TEMPERATURA

AMBIENTE (T.A) Y EN REFRIGERACION (REF).

EXPERIMENTO

1

MEDIO SEMISOLIDO EXTRANJERO

TIEMPO - T.A.
~-(DIAS) -..: '
0 T f+'\
13 T
" EXPERIMENTO

MEDIO  SEMISOLIDO EXTRANJERO

TIEMPO T.A. REF
(DIAS)
0 +*+ ++
6 ) - -
20 - -
crecimiento bueno

i

+

CREF

Sk

2

MEDIO SEMISOLIDO NACIONAL

. TIEMPO T.A. REF
(DIAS) )
: 0 . ++ ++
6 ++ ++
R e S

20 < -

crecimiento moderado (colonias contables)

. crecimiento nulo
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TABLA 9a2. CONSERVACION A CORTO PLAZO DE LA CEPA TIPO (14018)
DE G. vaginalis EN MEDIO SOLIDO NACIONAL Y EXTRANJERO
ALMACENADOS A TEMPERATURA AMBIENTE (T.A)

Y REFRIGERACION (REF).

EXPERIMENTO 1

MEDIO SOLIDO EXTRANJERO MEDIO SOLIDO NACIONAL =~
TIEMPO T.A. REF. - TIEMPO  T.A.. ~ REF. " |
(D1AS) . ]

(D1AS)

0 0
6. :
13
20
1.28.
Lo3e
Do 5 e i i | i
S EXPERIMENTO 2
. MEDIO ' SOLIDO EXTRANJERO MEDIO SOLIDO. NACIONAL
TTIEMPO T T.AI - REF. TIEMPO  T.A. REF
,»-';(pl_/g’s‘) S (DIAS)
) o ++ 0 ~H- ++
++ 6 ++ +
e L S 13 : : : j‘j’ .
. S0 L
- e
e L1
e
a9 L
s e
68 - -
e Crecimiehto bueno . + Crecimiento moderado

“i' Crecimiento nulo . (colonias contables)
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T GRAFICA 1. SUPERVIVENCIA DE.
G vaginalis CONSERVADAS EN
MEDIOS LIQUIDOS- A -70°C.:

UNIDADES FORMADORAS DE' COLONIAS

2 200

MEDIO DE CULTIVO MEDIO DE CONSERVACION
scolote 1 caldo eugon-suero o " ‘caldo eugon-glicerol
- Lote 2 caldo soya tripticasa ) T caldo soya tripticasa suero

~-»—Lote 3 caldo soya tripticasa sueto caldo soya tripticasa glicerol
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GRAFICA 2. SUPERVIVENCIA DE
G vaginalis CONSERVADAS EN
1n MEDIOS LIQUIDOS A -20°%.
10

2 9

Z

Q

s}

Q

o 8 3

23]

D,

v

<
0

< 7.4

z

-3

5

4

N7

o

-

<

-

Z

= :
o 5

4

200

MEDIO DE CULTIVO . MEDIO DE CONSERVACION

oo cLote 1 caldo eugonisuero . " R caldo eugon-glicerol

— Lote 2 caldo eugon-tripticasa” " . .. .’ caldo soya tripticasa
i : e glicesol

—s~—Lote 3 caldo soya tripticasa suero . caldo soya tripticiusa

glicerol
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PTRE S i - B GRAF[_CA 3. SUPERVIVENCIA DE
e »' : . G. vaginalis CONSERVADAS EN
'\'_ : SR . MEDIOS LIQUIDOS A $°c.

UNIDADES FORMADORAS; DE COLONIAS © =~ =

0 : S 20 : : 40

TIEMPO (D1AS)

‘MEDIO DE CULTIVG sl MEDIO -DE CONSERVACION

veolote 1 caldo eugon-suero . : caldo eugon-glicerol

—Lote 2 caldo soya tripticasa suero . ’ caldo soya tripticasa glicerol
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J g GRAFICA 4. SUPI‘RVlVENClA DE G. vaginalis -~
10 L eoR uorlleAcm : G e

S DE COLONIAS,

5 L . . 1
] o 100 5 T : 200
TIEMPO_(DIAS) ;' . ‘ :
MEDIO DE CULTIVO 7777 iEDIO DE CONSERVACION
oeilote 1 calido eugon-suero o : leche peptoﬁizada (20%)
~—Lote 2 caldo eugon-suero leche descremada {20%)

~s-Lote 3 caldo soya tripticasa suero. ’ leche descremada (20%)
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ANEXOS -
ANEXO 1 MEDIO DE CULTIVO DE THAYER MARTIN

Se mezcla la base de agar GC (36 g.) con 500 ml. de agua bidesti-
lada, hirviendo posteriormente para disolver la base, Por otra parte, la
hemoglobina se mezcla (20 g.) con un volumen pequefio de agua hasta
disolverla perfectamente. Se prepara un embudo grande y un matraz;
el embudo se cubre con algodén envueito en gasa, se filtra la heme-
globina y se completa a un volumen de 500 ml.

Se esteriliza ambos matraces a 1.5 Ib. por min. se enfrfan al chorro
de agua hasta una temperatura de 45°C aproximadamente y se mezcla
el contenido de la hemoglobina en la base que se encuentra en un
matraz de un litro,

Por dltimo con una pipeta estéril se vacia, primero el polienriqueci-
miento y después el inhibidor VCN, se mezclan todos los componentes y
se vacla el medio en cajas petri estériles.

Para preparar el medio de gelosa chocolate se sigue el mismo pro-
cedimiento solo que no se adiciona el inhibidor VCN.

ANEXO 2 MEDIO DE HB

Este medio es en bicapa y se prepara de la siguiente manera: para
la primera capa se pesan 12.8 g. de base de agar columbia y se mezclan
con 300 ml. de agua bidestilada, se hierve y se esterilizan posteriormente
a 1.5 lb, por 15 min.
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La segunda capa contiene 25.5. g. de base de agar columbia mds
6 g. polipeptona que se mezclan con 600 ml. de agua y se esterilizan

bajo las mismas condiciones.

Se enfria el matraz de la primera capa y se vacia una capa muy
delgada en cajas petri estériles dejandose solidificar. La segunda capa
también se enfria a chorro del agua y se le agrega con pipetas estériles,
colistina 6 ml., 4cido nalidixico 6 ml., anfotericina B 6 ml., tween 80
6 ml. (a una concentracién de 10 mg/ml., 15 mg/ml., 10 mg/ml y
0.0075% respectivamente) y sangre humana 30 ml. {5%). Se mezcla
perfectamente bien y se vacia en las mismas cajas de petri arriba utili-
zadas.

El medio de HB sin antibiéticos se prepara de la misma manera

con la diferencia de que se le agrega tan sélo tween 80 y sangre humana

ANEXO 3 MEDIO DE BIGGY

Se pesa y se disuelve el medio en la cantidad de agua deseada, se
hierve y se agita para que no se queme el medio. Se enfrfa y se vacla
en cajas de petri estériles.

ANEXO 4 REACTIVO DE OXIDASA

Se prepara una solucién de N-N-N-N-tetrametilparafenildiamina

al 1% y se impregnan los discos.

ANEXO 5 UTILIZACION DE CARBOHIDRATOS PARA GONOCOCO

Se esteriliza el medio de agar tripteina cistina (CTA) en tubos de
13 por 100 mm. con tapén de rosca conteniendo volumenes de 2.7 ml.
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Se preparan soluciones madre de glucosa, maltosa, lactosa v sacarosa al
10% y se esterilizan con un milliporo de 0.45 micras. - : i

El medio basal se guarda a 4°C mientras que’ los carbohldratos

se colocan a —70 C.

Antes de ser utilizados los tubos se precalientan y los carbohidratos
se dejan a temperatura ambiente; posteriormente se coloca un volumen
de 0.3 ml. de cada uno de los carbohidratos (concentracién final del
1%) en el medio basal.

ANEXO 6 UTILIZACION DE CARBOHIDRATOS DE G. vaginalis

Se mezclan: polipeptona (2 g.), gelatina bacteriolégica (2 g.) y
rojo de fenol (0.01 g.) en 100 ml, de agua bidestilada, se calienta la
solucién ligeramente para disolver por completo la gelatina y el rojo
de fenol. Posteriormente se divide en 4 partes iguales, se agrega a
cada una de ellas un carbohidrato diferente (almidén al 2%, dextrosa
al 2%, manitol 2% y rafinosa al 2%); si no hay una disolucién completa
se calientan a bafio marfa hasta obtenerla. Se dejan enfriar para ajustar
el pH a 7.2 wilizando hidréxido de sodio al 1%.

Se coloca un volumen de 0.5 ml. en tubos con tapén y se esterilizan
a 1.5 Ib. por 15 min. Todos los tubos se guardan en refrigeracién, al
momento de utilizarlos se guardan en refrigeracién, al momento de

utilizarlos se calientan ligeramente para facilitar su inoculacién.

ANEXO 7 HIDROLISIS DEL HIPURATO

Se preparan 100 ml. de fosfato de potasio monobédsico al 0.067 M y
100 ml. de fosfato de sodio dibdsico al 0.067 M. Se colocan 73.2 ml. del
fosfato de potasio y 26.8 ml. de fosfato de sodio en un matraz erlenmeyer



: agregindb,pésn?éfi 5 de-sodio.: Se mezcla bien y. 'se

“mide el pH a.
-~ "En otjo-Tecipiente ‘se’ hace una; solucién’de ninhidrina al 3.5%

_ utilizando’” como solvente .una’ solucién de -acetona-butariol en una relacién

131, ] S ) .

" 'La solucién de hipurato de sodio se guarda en tubos con tapén
(0.5 ml.) en refrigeracién, mientras que la solucién de ninhidrina se

almacena en un frasco 4mbar y se deja a temperatura ambiente.

ANEXO 8 MEDIO SEMISOLIDO

El volumen que se prepara para el medio nacional y extranjero
es de 100 ml. El medio extranjero contiene: caldo eugon (3 g.), almiddn
(1 g.), proteosa-peptona #3 (2 g.), agar (0.4 g.) y sangre humana (5%);
el medio nacional tiene los mismos ingredientes solamente se suple la

proteosa-peptona ¥ 3 por polipeptona.
Ambos se hierven y se esterilizan, colocando la sangre después de

enfriar cada uno en el chorro del agua. Se vacidn en tubos de 13 por

100 mm. con tapén de rosca en un volumen de 4 ml.

ANEXO 9 MEDIO SOLIDO

Al igual que en el medio anterior, el volumen a preparar es de 100 ml.

El medio extranjero se compone de base de agar columbia (4.2 g.),

proteosa-peptona # 3 (1 g.) y sangre humana (5%); difiere del medio nacional

en la utilizacién de polipeptona en lugar de proteosa-peptona # 3.

Se vacfa en tubos de 13 por 100 mm. con tapén de rosca dejandose

solidificar en posicién inclinada cuidando que el medio no togue el tapdn.
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ANEXO 10 MEDIO LIQUIDO

Se preparan 100 ml. de ambos medios, el medio extranjero contiene
caldo eugon (3 g.) y suero de caballo (5 ml.) en tante que el medio
nacional utiliza caldo de soya tripticasa.

Se afiade el suero después de haber- esterilizado’ el céldo y de haberse
enfriado. Se colocan y se guardan los tubos de 13 por 100 mm. con’ el
medlo a 4°C. '
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