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I. INTRODUCCION

Cuandc por razones socioeconbmicas los estaﬂos o las so—-
ciedades persuaden para llevar el contreol de la natalidad, es-
tc no se aplica a aguellos seres con problemas para concebir -
un hijo. En un matrimonio el deseo de procreér un hijo y no -
legrarlo, puwede acarrear hostilidad entre 1a misma pareja v ha
ciz otros seres, angustias y frustraciones, sentimientos que -
generan agresidn. En estos casos siempre encontramos a la pa-
reja inmersa en la impaciente biisqueda de la concepcién desea-
da.

Estas situaciones provocan gue la pareja estéril se cons-—
tituya comc un problema social, de ahi, la importancia de brin
dar la ayuda necesaria a estos matrimoniocs.,

En la actualidad alrededor del 10% de los matrimonios se-
enfrentan al problema de esterilidad conyugal.

Hasta ahora la esterilidad conyugal continfia como un pro—
blama desconcertante y complejo, al cual contribuyen la gran -
&@ltfplicidad de factores etioldgicos que la provocan, siendo-
en ocasiones de origen masculinc v en otras, femenino; algunos
de estos factores vz han sido bien explorados, sin embargo, ——
hay casos en los cuales se diagnostica esterilidad inexplicada.

Existen antecedentes en los gue se enfatiza lo importante

gue puede ser la presencia de bacterias en la vagina, el cér—-



vix ¥ el ssmen, al grado de que algunas cepas bacterianas han -
lisgado a ser consideradas como espermaticidas.

Numerssos investigadores se han dedicado al estudio de las
causas que provocan 1a esterilidad conyugal, por nuestra parte,
deseamos contribuir con el presente trabajo gque consiste, funda
mentalmente, en investigar la presencia de bacterias en conteni
dos post-coitales y su efecto sobre los espermatozcos, con lo -
cua podremos determinar si esto puede ser una causa de esterili
dad conyugal y la aplicacidén de los estudios microbiol6gicos pa
ra su resoclucidn.

Sin importar el origen de la esterilidad conyugal, la pare
ia tiene igual responsabilidad durante el tratamienmto, va gue -

para poder proporcicnar ayuda al matrimonio se le debe conside-

rar como unidad reproductora.



II. OBJETIVOS

Aislamiento e identificacidn de la flora bacteriana presen

te en:

a) el contenido vaginal recogido 15 minutos después de un-
coito normal,

b) el contenido endocervical recogido alrededor de dos ho-
ras después de efectuado el coito.

Relacionar los distintos tipos de flora bacteriana encon--

trados con la vitalidad cinética de los espermatozoos pre-

sentes en la muestra,

Inocular muestras seminales ricas en espermatozoos, con mo

tilidad mayor del 50%, con algunas de las cepas bacteria--—

nas ya identificadas. Observar el efecto de estas cepas -

sobre la motilidad de los espermatozoos.

Determinar la posible aplicacién préctica de los estudios-

microbiolbgicos en la resolucidn de casos de esterilidad -

conyugal.



III. GENERALIDADES

iTT.l. Flora del Tracto Genitzl Femenino

Siempre ha existido gran interés en conocer la naturaleza
de la flora microbiana vaginali. En 1892 fue publicado el pri-
mer estudic efectuado por Dderlein, en el cual refiere que la
flora vaginal de mujeres saludables estd constituida principal
mente por bacilos Gram—~positivos -Bacilo de DBderlein-, siendo
considerada como una entidad homogénea. A partir de entonces-
v hasta la fecha, han sido realizadas numerosas investigacio--
nes acerca de la flora vaginal, que, con el desarrollo de nue-
vas técnicas de cultivo e identificacién, han revelado gue la-
vagina puede estar habitada por una gran variedad de microorga
nismos (25).

Actualmente se considera gue la flora bacteriana del trac
to genital femenino estd constituida por bacilos Gram-positi--

vos (lactobacilog) y Staphvlococcus epidermidig. E1 pH vagi--

nal varia considerablemente s acuerdo con la flora bacteriana
y la cantidad de glucbSgeno presente en el epitelio, este fac—-
tor, a su vez, depende de la funcibn ovérica; en la mayoria de
los casos predominan lactobacilos (Bacilo de DBderlein), junto

con bacilos intestinales aercbios, especies de Bacteroides y ~

Haemophilus, Streptococcus fascalis y Staphylococcus epidermi-




Después del nacimiento, la flora normal de la vagina esté
constituida por lactcobacilos, los que persistenmientras el pH-
de la vagina estd &dcido, el cual se mantiene asi mientras dura
el efecto de los estrbgenos gque pasivamente pasaron de la san-
gre de la madre ala nifia. En las nifiasg, antes de la pubertad,
la flora vaginal est& compuesta por cocos y bacilos, en la pu-
bertad y durante los afios de fertilidad, predominan los lacto-
bacilos gue contribuyen a mantener la acidez de las secrecio--
nes vaginales, impidiendo el establecimiento de muchos otros -
microorganismos en la vaginay tras la menopausia disminuye el-
nGmero de lactobacilos y la flora bacteriana se hace de nuevo-
mixta.

Mediante el uso de drogas antimicrobianas y otros medica-
mentos, la flora bacteriana se modifica v el pH de la vagina -
cambia, los lactobacilos desaparecen y son sustituidos por es-
treptococos ¥ bacilos coliformes.

El cérvix normal, generalmente es estéril o contiene algu
nas bacterias, gque son idénticas a las encontradas en la por—-—
cién alta de la vagina.

La floraz bacteriana de la vulva es una mezcla de los mi--
crocrganismos presentes en la piel de esa &rea y las bacterias
de la vagina.

Los microorganismos que se encuentran mids comunmente en-—



el tracto genital femenino son los gue se agrupan en el Cuadro
A,

La vaginitis es un cuadro infeccioso gue puede aparecer --
cuando hay un desequilibrio frecuentemente de origen hormonal, -
y cuando hay presencia de microorganismos gue se agrupan como -
flora patdgena o potencialmente patdgena y que forman parte del
Cuadro A. %as vaginitis gue con mayor frecuencia se presentan-

son las ocasionadas por Trichomonas vaginalis (trichomoniasis),

Candida albicans (candidiasis) y las denominadas no especificas.

Entre las vaginitis inespecificas se han diferenciado las produ

cidas por Haemophilus vaginalis y algunas causadas por microor-

ganismos anaerobios. El gonococo y el treponema producen tam—-
bién serias enfermedades en la mujer.

L.a gran variedad de microorganismos que pueden encontrarse
en el tracto genital femenino ha despertado mucho interés por -
saber si estos tienen participacidn en problemas de fertilidad.
Debido a esto se han realizado investigaciones con el f£in de de
terminar si lz presencia de bacterias puede o no afectar la mo-
tilidad y viabilidad de los espermatozoos.

Matthews y Buxton (31) recalcaron la importancia de reali-
zar un estudio bactericldgico del cérvix, ya gue consideraron -

que organismos como Escherichia coli, Streptococcus viridans, -

Streptococcus haemolyticcus, Clogtridium welchii v Proteus vul-

garis actfian como espermaticidas.



Microorganismos

Flora patbgena
ctenclalmente

0
ge!

patdgena

Flora no patdgena

Gram negativos

Gram positives

Hongos

Protozoarios

Mycobacteria

-

Espirogueta

Neisseria gonorrhoeae

Neisseria catarrhalis

Haemophilus vaginalis

Neisseria flava

Haemophilus ducrevi

Bacilos coliformes

Staphviococcus aureus

Neisseria lactamicus

Bacteroides

Tactobacillus sp.

Streptococcus beta

haemolyticcus

- Peptostreptococcus

Streptococacus

faecalis

Candida albicans

Trichomonas vaginalis

Bacillus subtilis

Difteroides

treptococcus no
hemolitico

taphylococcus

Mycobacterium

tuberculosis

Treponema pallidum

epidermidis

Ievaduras

gapro6fitas

Mvoobacterium

smegmatis

Cuadzro A. Microorganismos que se encuentran més comunmente en

2%

tracto genital femenino.

el



En estudios recientes se ha comparado la presencia de bac
terias en exudados cervicovaginales de mujeres fértiles e infér
tiles (14, 15), encontr8ndose que existe mayor incidencia de es

izgs bacterianas en estas filtimas.

s pa s —_—

2

3
(1

Recientemente se piensa que la presencia o ausencia de - -
ciertos microorganismos no es tan importante como la concentra-

cidén que se encuentre de estos (25).
III.2. Bacteriologia del Liquido Seminal

Se considera necesario hacer una breve descripcibén de lo -
gue es el semen y su bacteriologia, va gue éste forma parte del
material biolbgico empleado en el presente trabajo.

El semen incluye los liguidos del conducto deferente, vesi
culas seminales, glé&ndula prostética y glandulas mucosas, espe
cialmente las bulbouretrales. ILa mayor parte del esperma esté-
formada por liquido vesicular seminal (aproximadamente 60%), el
tltimo en ser eyaculado, dque sirve parz mandar los espermato- -
zoos fuera del conducto eyaculador y de la uretra. EI liquido-
prostético de reaccidn alcalina neutraliza la ligera acidez de-
otras porciones del semen, confiriéndole un pH ligeramente alca
1ino, igualmente da al semen el aspecto lechoso, mientras que -
2l liguido de las vesiculas seminales v las gléndulas mucosas —
le dan su consistencia peculiar. La enzima coagulante del 1i--

cguido prostético hace gque el fibrindgeno del liguido de la vesi



cula seminal forme un coigulo débil, gue se disuelve por la 1i
sis gue origina la fibrinclisina formada a partir de la profi-
brinolisina prost&tica. En los primeros minutos después de la
eyaculacién los espermatozocos estén relativamente inméviles, -
probablemente por la viscosidad del co&gulo, sin embargo, cuan
do el co&gulo se ha disuelto los espermatozoos se vuelven muy-
mbéviles,

Aungue los espermatozcos pueden vivir varias semanas en -
las vias genitalesg masculinas, una vez eyaculados con el semen
la méxima duracidén de su vida es de 24 a 72 horas a la tempera
tura corporal.

Rodriguez Villa (35) considera gue no se puede hablar de-
una flora huésped habitual del semen puro, ya gque éste es esté
ril al igual gqgue testiculos, epididimo y prbstata en condicio-
nes normales. En la prbéstata (de hombre de edad madura} y en-
la uretra se pueden encontrar bacterias en condiciones norma—-—

les, siendo las maés frecuentes Staphylococcus epidermidis y ba

cilos difteromorfos.
El microorganismo m&s frecuentemente aislado, por medio -

de estadistica, =s Staphylococcus epidermidis: es por esto que

muchos investigadores lo consideran como flora normal del se~—
men, sin embargo, existe la cuestifn de que si siempre se le -~
debe considerar cowo un microorganismo no patdgeno (8).

-

En la actualidad hay investigadores (35, £8), que conside



ran al liguide seminal puro como una entidad estéril, sin embar
go se han reportado casos en los gue se encuentran cultivos po-

sitives de hombres saludables. Se han realizado estudios compz

t-h
(D
H
a8
feto
=4
M
W
0]
fte
=
I
k3
(8
ﬁn
e
st
M
01
o
i
o
3
p
o7}
o
()
144]
r'.
V]
n
| o
2
0
1]
(g
{4
6]
u
9
[
9]
s
o
n
P
V3]
™
St
(0}
0
|

aislaron mayor ntmero de especies bacterianas ¥ en mayor canti-~
dad, en muestras de hombres infértiles gque en las de hombres -—-
fértiles. Toth v Lesser {40) dicen que la bacteriospermia asin
tom&tica sb6lo se desarrolla después de una sintomatologia clini
ca o una enfermedad asintomftica en el tracto genital.

Makler et al (29) encontraron que no existe interrelacidn-
entre la infeccidn del semen y la baja motilidad del espermato-
zoo, sin embargo, no descartan la idea de que el crecimiento -~
bacteriano pueda afectar la fertilidad.

Lewis et al (26), consideran gque alin cuando la presencia -
de bacterias no juegue un papel importante en la infertilidad -

masculina, la erradicacidn de éstas puede mejorar la calidad --

del semen asi come la motilidad v la penetrabilidad de los es——

la

permatozoos al cérvix.

ITT.3. Eoprermatobioscopia.

Lz espermatobioscopia es un estudio que se incluye en toda

[ .

investizacidn de esterilidad conyugal.

J

camante esperpatobloscopia significa sperma-sper—
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matcs: semilla; bios: vida y scopeo: observar, es decir, es la
observacidn microscdpica de los espermatozoos.

De acuerdo con el método de recoleccién del semen, para —
su cstudio en el laboratorio, se distinguen dos tipos de esper
matobioscopia: la directa y la indirecta. En la recoleccidn -
de la muestra para espermatobioscopia directa se obtiene el 11
guideo seminal puro, empleando el coito interrumpido ¢ la mastur
bacién. El1 mé&todo indirecto consiste en recuperar el semen -
de la vagina después de realizado un coito normal, perc en es—

ta muestra hay una mezcla de liquido seminal y secrecidn vagi-

nal.

III.3. a) Espermatobioscopia directa
Un estudic completo del semen incluye lo siguiente:
1. Recoleccidn de la muestra
2. Examen fisico
Macroscédpico: volumen, pH, viscosidad, licuefaccidn y-
aspecto
Microscopico (Espermatobioscopia): conteoc de espermato
zoos, morfologia, motilidad y vitalidad de los mismos.
3. Examen guimico: fructosa, &cido citrico, fosfatasas y-
otras determinaciones
- BExamen bacterioldgico

« 5, Bstudic inmunolégico

1l



Recoleccidn de 1a muestra, Para obtener una muestra signi
ficativa debe existir un reposo sexual. Se recomienda una abs-~
tinencia sexual de 3 a 7 dias o bien respetando el hébito se- ~
xual del paciente, este periodo deberi ser determinado por el -
médico. Xo se aconseja una abstinencia menor de tres dias ya -
gue el evaculado puede tener disminuidos su volumen y la canti-
dad y calidad de espermatozcos. Una abstencidn prolongada pro-
vocard un elevado porcentaje de formas inmbviles v morfoldgica-
mente alterados.

I.a muestra se recogerd en frascos de vidrio de boca ancha,
perfectamente limpios y estériles. Queda a eleccidén del médico
el método de recoleccidn gque deber& ser empleado: masturbacidn,
coito interrumpide o emples de preservativo. Este fGltimo mé-
tedo tiene el inconveniente de la accidn que sus componentes --
guimicos puedan ejercer sobre los espermatozoos.

1z muestra no se realiza en el labora

0

51 iz recoleccidn 4
torio, la entrega de ella deberid efectuarse lo més pronto posi-
ble, en ningfin casc dos horas después de ser emitida.

Examen fisico. El semen esté constituido por espermatozoos
suspendidos en los productos de secrecién de diversas gléndulas

Examen macroscdpico, EL volumen del liguido seminal varia
entre 1.5-5.0 ml. con un promedio de 3.5 ml. EL semen recién --
eyaculade es un coigulo opaco, blanco o grisiceo, gue se desin-

tegra después de transcurridos 15 a 30 minutos, formé&ndose un -

F
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liguido translfcido u opalescente, de color blanco grisiceo o -
blanco amarillento. La concentracidn de iones hidrbgeno (pH) -

variz normalmente de 7.1 a 7.7. Ia viscosidad es normal cuando

Examen microscdpico. La espermatobioscopia consiste en de
terminar la cantidad de espermatozoos presentes en el eyaculado,
la morfologia, motilidad y vitalidad esperm&tica. También debe
incliuirse la investigacidn de leucocitos y eritrocitos, repor--
téndose el nfmero por campo (400X}; asi como la presencia de —-
trofozoitos, protozoariocs, esporas, hifas v micelios de hongos.
En el semen normal no debe haber trofozoitos, ni elementos celu
lares. Los limites del recuento de espermatozoos en un semen -
normal suelen ser de 51 & 120 millones/ml. La morfologia esper
matica determina el porcentaje de formas normales y anormales,-
.admitiéndOSe un maximo del 30% de estas Gltimas, en las cuales-—
se clasifican las diferentes anormalidades gue pueden presentar
los espermatozoos. En un semen normal, generalmente se encuen-—
tra alrededor del 70% de =spermatozoos mOviles; también se cla-
gifican el tipo de movimiento del espermatozoo. La vitalidad -
es el tiempo gue permanecen vivos los espermatozocs desde el mo
mente de la eyaculacién. En un semen normal la vitalidad es —-—
(37} =

A las 2 horas de emitido el semen més de 70%

A las 4 horas m&s de 60%

13



A las 8 horas mas de 40%

A las 24 horas méas de 10%

Bxaren quimico. ElL an&lisis quimico del liguido seminal -
revela gue esté compuesto por una gran variedad de compuestés -
quimicos orgénicos e inorgé&nicos; hasta la actualidad s6lo ha -
sido demostrada la presencia de la mayoria de estos, perc no --’
asi sus funciones bioldgicas. En el Cuadro B se enumeran los -
componentes guimicos del liguido seminal y los valores normales.

Examen bacteriolégico. Consiste en realizar un espermocul
tivo con el fin de determinar si hay presencia de especies bac-
terianas. En caso de obtener un cultivo positivo, después de -
la identificacidn, es reccmendable hacer un antibiograma, que -~
puede orientar en los casos en los gue se vaya a seduir un tra-
tamiento terapéutico,

Estudios inmunolégicos. El espermatozoo tiene capacidad -
antigénica y se ha probadc que ésta es debida, en yran parte, a
componentes del plasma seminal gue recubren al gameto y que es-
adquirida en su paso por el tracto genital; otros componentes -
antigénicos son proporcionados por el mismo espermatozoo.

Tanto en la cola como en la cabeza de la célula espermiti-
ca puede probarse la presencia de antigenos lo cual daria lugar
a distintos tipos de aglutinacidén (41).

Se investigan anticuerpos antiesperméticos a nivel del sue



Componente guimico

Zona de Normalidad

Fructosa

Fosfatasa &acida

Acido citrico
Fosfatasa alcalina
Acido ascdrbico
Colesterol
Espermina y espermidina
Cinc -
Proteinas

Sedio

Potasio

Cloruros

Calcio

Magnesio

851.6 - 4943.3 /ug/ml
(generalmente 1200~3500)
770 -~ 3750 U.K.A./ml
(generalmente 1000-3500)
338 - 2203 mg/100 ml

30 - 200 U.K.A./100 ml
13 mg/100 ml

70 - 120 mg/100 ml

90 —~ 200 mg/100 ml

470 jg/100 ml

1.58 - 1.80 g/100 ml
104 - 138 mEg/L

14 - 27 mEg/L

28 - 57 mEg/L

10 - 14 mBEg/L

16 - 11 mEg/L

Tomado de Bioguimia (37)

Cuadre B. Componentes guimicos del liguido seminal y valores -

normpales.

15



ro sanguineo, denomin&ndolos autoanticuerpos cuando estén pre--—
sentes en el hombre del cual procede el semen e iscanticuerpos-—
cuando se identifican en el suero de la mujer. En el moco cer-
vical se investigan an#icuerpos frente a los espermatozoos del-

cényuge o también con espermatozcos de diferente procedencia.
III.3.b) Espermatobioscopia indirecta

La espermatobioscopia indirecta también es conocida como -
prueba post-coito de Sims-Hihner. Este estudio tiene como obie
to el conocer la capacidad de penetracién del espermatozoo en -
el moco cervical y la receptividad de éste hacia el espermato-—
Z0G.

La prueba de Sims-Huhner se realiza en la fase ovulatoria,
es decir a la mitad del ciclo menstrual. En esta fase la canti
dad del moco cervical es méxima, mientras que la viscosidad es~—
t& disminuida, permitiendo esto Gltimo la méxima penetrabilidad
en el moco poxr parte de los espermatozoos.

Para este estudio se instruye al matrimonio para dque des-—-
pués de realizado el coito, y dentro de las primeras horas des-—
pués de efectuado éste, la mujer acuda al laboratoric para la -
toma de una muestra del moco cervical.

Una buena prueba de Sims-Hihner implica: 1)buena técnica—
de coito; 2) moco normal para transporte y conservacidén del es

perma; 3) funcidn ovérica estrogénica adecuada, asi como: -

16



4} por lo menos, posible fertilidad masculina normal.

Ni Sims ni HUhner determinaron una forma concreta para re-
portar los resultados.

A través del tiempo se le han hecho innovacicnes a laz téc-
nica por diversos awutores, con el fin de estandarizarla para --
gue sea reproducible.

Para este trabajo se utilizaron muestras obtenidas por la-
t8&cnica de Sims-Hithner-Modificacibédn Rodriguez Villa, la cual a-
continuacidén se describe:

El autor denomina su técnica espermatobioscopia funcional,
debido a que en ella se aprovechan funciones bioldgicas norma--
les como son el coito y la migracidén espermética intragenital -
femenina.

Previo al estudio, se le explica a2l matrimonioc la forma en
gue va a colaborar. La prueba serd practicada en la fase ovula
toria; el varbén deberé@ tener una abstinencia sexual que serd fi
jada de acuerdo a su edad y su frecuencia sexual. El reposo se
xual lo determina el autor considerandoc el h&bito sexual del pa
ciente y la frecuencia sexual tedrica (36).

Al té&rmino de 15 minutos de reposo post-coital la muier re
colecta la muestra seminal-vaginal en una caja de petri estéril.
Lz sefiora acude al laboratorio dentro de la hora u hora y media
después de efectuado el coitc, sin haberse realizado ningln ti-

po de aseo, llevandc consigo la caja petri. En el laboratorio-

17



se coloca a la paciente en posicidn ginecoldgica habitual, se -
le inserta un espejo bivalvo secc y sin lubricantes: por medio-
de una pipeta de Ayre o alguna otra semejante, se toma la secre
cidn endocervical post-coito y se toma la muestra residual del-
fondo de saco posterior de la vagina.

La terminolcogia que se emplea en esta técnica es lasiguien
te: "contenido vaginal post-coito” para denominar la muestra se
minal-vaginal, el "contenido endocexrvical post-coitc” es la - -
muaestra endocervical y el "contenido del fondo de saco poste- -
rior de la vagina' es la muestra residual seminal-vaginal.

Los estudios que se realizan en el contenido vaginal post-
coito son: nGmero, morfologia, motilidad y vitalidad esperm&ti-
cas.

NGmero de zoospermos. El conteo se hace en una cémara - -
cuenta-glébulos vy la muestra se emplea diluida 1/10, 1/20 o - -
1/100. Se report; como nfimero de zcospermos por mililitro.

Morfologia. Se determina el por ciento de formas normales
vy anormales; ademés, se realiza una cuenta diferencial que abax
ca el tipo de formas normales (ovales, piriformes, en flama de-
vela, en las gue se conserva la relacidn nGcleo—acrosdmica) y =
el tipo de formas anormales a nivel de cabeza, cuello, pieza in
termedia y cola.

Motilidad. En este estudio se realiza la determinacidn del

- *

por ciente de formas mbviles e inmfviles v ademés se tipifica -
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la motilidad. Para la tipificacién, el autor propone la si- -

> o

guiente clasificacidn:

Movimientos de traslacidn

Répidos (4+)

Normoquinesia
Moderados (3+)
Lentos (24) . . & 4 & ¢ o« « o Bradiquinesia
Movimientos in situ (1+4)
Pendulares (cefilicos)
De reptacidn Disquinesia
Vibrétiles {caudales)
Ausencia de movimiento . . . . . Aguinesia

Vitalidad. Consiste en observar el tiempo que duran con-
vida los espermatozoos. Comprende la determinacién de vitali-
dad cindética y wvitalidad estética. En la vitalidad cinética -
se determina el por ciento de formas mdSviles al recibo de la -
muestra, luego a las 3, 6, 12, 24 horas y a partir de este'mo-
mento cada 12 horas hasta que cese el movimiento. En la vita-
lidad estética se emplean colorantes vitales gue sblo tifien a-
los zoospermos muertos, reporténdose el por ciento de formas -
vivas. Las lecturas se efectfian al mismo tiempo que las de vi
talidad cinética, hasta gue todos los espermatozocos estén tefii
dos.

B lz muestrz se le determina la concentracién de iones hi
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drSgeno (pH).

|l

En el contenido endocervical post~coito se efectfian los s

guientes estudios: nlmero, morfologia, motilidad y vitalidad es

I

[

perméticas, concentracidn de iones hidrdgeno, cusnta de leucoc
tos, piocitos y eritrocitos por campo (400X) y observacitn de -
la cristalizacién de la secrecidn endocervical post-coital.

NGmero de zoospermos. En esta muestra se reporta el prome
dio de zoospermos por campo microscdpice (400X).

Morfologia., Solo se determina el por ciento de formas nor
males y anormales.

Motilidad. Se reporta el por ciento de formas mbviles e -
inméviles y el tipo de motilidad.

vVitalidad. Se realiza y se reporta en la forma sefialada -
para el contenido vaginal post-coito.

El estudio del contenido del fondo de saco posterior de la
vagina tiene como finalidad observar la presencia o ausencia de
espermatozoos y como ha afectado su motilidad, la acidez de la-
secrecidn vaginal. En 81 se hacen las siguientes determinacio-
nes: nGmero de zoospermos por campo microscbpilcoe (400X), por -—-
ciento de formas mdviles e inmdviles, acidez ifnica, presencia-
de trofozoitos, protozoarios, esporas, hifas y micelios de hon-
gos.

Con la espermatobioscopia funcional, a través de sus resul

tados, se puede correlacionar lo gue &l autor denomina "capaci-
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dad fecundante masculina" y "capacidad receptiva femenina".

Para la interpretacidén de los resultados, Rodriguez Villa-

da cinco tipos de respuesta:

1.

Prueba normal. La cantidad y calidad bicidgica de los -
espermatozoos presentes en el contenido vaginal y en el
contenido endocervical son normales; lo gque indica gue-
el coito fue efectivo vy que la espermomigracidén vagino-
cervical es normal.

Prueba subnormal de origen femenino. Se encuentra una-
respuesta normal en el contenido vaginal, pero en el —-
contenido endocervical la cantidad de espermatozoos es-
t& disminuida o es nula, o bien la calidad biolb6gica es
muy deficiente; lo que indica espermomigracién cuanti o
cualitativamente anormal,

Prueba subnormal de origen masculino. En el contenido-
vaginal se observa baja cantidad de espermatozoos y/o -
la calidad anatbmica y funcional es deficienté, mientras
gue en el contenido endocervical se observan algunas -—-
formas mdviles y menos formas anormales lo que indica -
gue hay una buena receptividad y selectividad a este ni
vel v la espermomigracidn, aungque baja, se realiza,
Prusba anormal. Aspectos masculinos, En el contenido va
ginal la cantidad de espermatozoos es muy baja y/o la -

calidad anatémica v funcional es deficiente. En los ca
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SOS en los dque no se encuentra semen en el contenido -
del fondo de saco posterior de la vagina, indica gue el
coito no fue efectivo.

Aspectos femeninos: Existen anatdémicamente impedimentos
para realizar el coito o para retener el semen, o bien-
no se ejéctﬁa la espermomigracidén debide a la baja cali
dad bioldgica del moco cervical o moco cervical hostil.
Azoospermia. Después de minucioso examen no se observan
espermatozoos en los tres contenidos (vaginal, endocer-

vical vy residual)., (36).
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IV. PAERTE PRACT ICA

Los estudios se hacen en 100 matrimonios con problemas de
fertilidad, gue asisten a consulta particular. o se consignan

muestras azoospérmicas.
Iv.l. Toma de muestra

Se realizan dos ébmas de muestra, una de ellas la hace la
paciente en su domicilio, para lo cual se le proporciona una -
caja de petri estéril en la gue recoge la muestra seminal-va -
ginal 15 minutos después de efectuado el coito. Esta muestra—-—
seminal-vaginal (contenido vaginal post-coitp) es entregada en
el laboratoric por la paciente alrededor de dos horas después-—
de efectuado el coito. Para la toma de muestra endocervical, -
se coloca a la paciente en posicidn ginecoldgica habitual y se
le inserta un espeijo vaginal bivalvo seco, sin lubricante. Una
vez visualizado el orificio externo del cuello uterino, se to-
ma de éste con una pipeta vaginal la secrecibén endocervical —-
post~coital {contenido endocervical post—coito) y se mide el -

pH in situ.
iV.2. Proced&miento de la muestra

Al recikir en 21 Iaboratoric la muestra del contenido va-

vE ¥ se monta una preparacidn en fresco,-

ginal, se le mide el
en la cual se cobserva al microscopio: la motilidad de los es——
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permatozoos, expresandc en por ciento las formas mdviles e --
inmdviles. En esta misma preparacidn se investiga la presen -
ciz de parésitos, esporas e hifas de hongos.

Del contenido endocervical se hace una preparacidén en -
fresco en la que se obserwva también la motilidad de los esper
matoZoos.

Estas observaciones microscdpicas se hacen utilizando el
objetivo de mayor aumento (40 X).

Ambas preparaciones se conservan en cémara hGmeda para -
las sigulentes observaciones.

En la muestra de contenido vaginal se observa la vitali-
dad de los espermatozoos a las: 3, 6, 12, 24, 36 y 48 horas.

En el contenido endocervical se observa la vitalidad de-
los espermatozoos a las: 12, 24, 36 y 48 horas.

La vitalidad expresa el por ciento de espermatozoos que-
permanecan mbviles despuds de determinado tiempo,

En forma simulténea a los pasos anteriores se inicia el-
estudio microbioldgico.

Del contenido vaginal se inocula a un tubo que contiene -
caldo cerebro-corazdn (BHIJ, el cual se incuba a 37°C durante-
24 horas.

Del contenido endccervical se prepara un frote que se --
tifie por el método'de Gram, para observacidn bacterioscépica;

ademas se inocula en los siguientes medios: caldo cerebro-co-
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razén que se incuba a 37°C durante 24 horas, caldo tioglicola-
to con capa de nujol gque se incuba a 37°C durante 24 horas, y-
en una placa de gelosa chocolate adicionada de inhibidor VCN -
v Polienriguecimiento, &sta se incuba en una campana con at --
mosfera de €O, a 37°C durante 48 horas.

Despuds de la incubacidén de la placa de gelosa chocolate-

se investiga en ella la presencia de Neisseria gonorrhoeae.

Se marcan lcs tubos con CV (contenido vaginal) y CE {con-
tenido endovervical). Después de la incubacidn se hacen frotes
de los tres tubos ¥y se tifien por el método de Gram, para obser
var el desarrollo bacteriano en general.

El desarrolloc obtenido en el tubo con CV se resiembra por
estria en las siguientes placas de: gelosa sangre (GS), eosina

azul de metileno (EMB), medio Staphylococcus 110 vy Casman.

El tubo con CE en BHI se resiembra por estria en placas -

de: gelosa sangre, eosina azul de metileno y medio Staphyloco-

3 e 2 . 3 »
coug 110: =21 tubhogen CE en tioglicolato ge resiembra por es ——

tria en agar Casman.

Ias placas de GS y EMB se incuban a 37°C durante 24 horas.
Las placas de 110 se incuban Z24-48 horas a 37° y 24 horas a -~
temperatura ambiente, con ei fin de favorecer en la primera in~
cubacién el desarrocllo y en la segunda la produccidén de pigmen-
to. Las pliacas de agar Casman se incuban en campana con atmbsfe
ra de co, a 37°C durante 48 horas.

Después de incubadas las placas de resiembra se realizan -
frotes de las diferentes colonias aisladas de cada medio, con el-
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fin de observar morfologia y Gram de las bacterias, para pos -
teriormente realizar las bioguimicas regueridas para su identi

icacidn.

Fh

Para identificar el género de los bacilos Gram-negativos-
desarrollados en EMB se les practicd pruebas biocguimicas uti -
lizando para ello los siguientes medios: caldo sacarosa-urea,
caldo manitol rojo de fenol, medio de SIM, agar dehierro de --
Kligler, agar de citrato de Simmons y caldo de VP-RM; efectuan
do tambidn pruebas serolégicas de aglutinacién para determinar
especie en algunos casos vy en otros patogenicidad. Dentro de -
ios bacilos Gram-negativos (enterobacterias) encontrados, se -

identificd Escherichia coli, procediendo a determinar patoge--—

nicidad por medic de reacciones de aglutinacidn utilizando sue
ros polivalentes I y II y monovalentes.

También fué aislado de los cultivos el género Shigella --
gue requirid de sueros antiespecie para su clagificacién.

Para la identificacidn y diferenciacidn de los cocos Gram
positivos, se llevaron a cabo algunas reacciones caracteristi-
cas gue presentan &stos, por su fisiologia y metabolismo como-
son: catalasa, coagulasa, pigmentacidn, hemdlisis.

De acuerdo con la flora kacteriana encontrada, se reali -

zaron pruebas de cakalasa para la diferenciacidn entre Streptoco-

cocus v Staphvlocogous. Cuando hubo pigmentacidn dorada y el -~

. SR B D manda 2 S R - . i e 43
microorganismo se identificd como Staphylococcus aureus, se hi

zo la prusha de la coagulasa para investigar la patogenicidad.
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En GS se observd hemdSlisis producida por microorganismos

identificados como Streptococcus, y agquellos microorganismos—

identificados también comc Streptococcus vy que no produjeron-

hemSlisis se les practicd una prusba presuntiva y una confir-

mativa para enterococos (Streptococcus faecalis) (consultar -

apéndices) .

Seleccidn de cepas para observar su efecto scbre la motilidad

de los espermatozoos -

De los microorganismos aislados se seleccionaron algunas-
cepas para investigar su efecto sobre la motilidad y wvitali —-
dad de los espermatozoos, para la conservacidn de estas cepas-
se inocularon tubos con agar BHI inclinado. La seleccidn se —-
hizo en base a diversos criterios.

En base a la biblicgrafia consultada se eligieron: Esche-~

richia coli gue comprende cepas patdgenas y no patdgenas, Pro-

teus vulgaris v estreptococos alfa y beta hemoliticos, ya gue-

-

estos han sido reportados como microocrganismos espermaticidas-

(31).

También fues elegida una cepa de Shigella dysenteriaec de -

bido 2 lo extrafio de su presencia en estas muestras.

Ias cepas de Proteus mirabilis, Citrcobacter freundii, —-—

Starhyvlococcus aureus coagulasa positiva, Staphylococcus epi-—
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dermidis v Streptococcus faecalis, fueron introducidas en es -

te estudio por los siguientes motivos, las dos primeras por -
su similitud a especies reportadas como espermaticidas (Pro -

teus vulgaris y Escherichia coli respectivamente), Staphylo -

coccus aureus por ser un micrcorganismo patdgeno, Staphyloco-

ccus epidermidis por su alta incidencia v por la controversia

que existe en que si debe ser considerado come un microorga -

nismo oportunista o no patdgeno, Streptococcus faecalis por -

ser un microorganismo gque se encuentra fuera de su habitat --

normal vy que ademds su incidencia no fue tan baja.
Inoculacidén en muestras de semen

Las cepas seleccionadas se resiembran por estria en pla -
cas con gelosa sangre en el caso de cocos, y en placas con -——
agar MacConkey para bacilos.

A partir de estos cultivos se hicieron suspensiones de ——
cada microorganismoc en agua peptonada al 1%, para obtener una-
concentracidén aproximada de 10® microorganismos por mililitro.

Con respecto a las muestras de liguido seminal, sdlo se -
emplean aquellas con motilidad espermfitica mayor del 50%.

Al recibo de la muestra seminal se determina el por cien-
to de formas mdviles. En tubos estériles se mezclan 0.3 ml. -~
de la suspensidn bacteriana con igual volumen de semen, a la -

vez gue se prepara un control gue consiste en 0.3 ml. de agua-
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peptonada estéril y 0.3 ml. de semen; todos los tubos se incu
ban a temperatura ambiente durante seis horas. Transcurrido -
este tiempo se observa la motilidad de los espermatozoos en—
cada uno de los problemas y en el control.

Se elige la incubacidén a temperatura ambiente, debido --
a gue se ha visto que a la temperatura de 37°C la motilidad -
espermatica decrece rdpidamente. Se efectda la lectura a las-
seis horas va que se determind que a este tiempo se observa -~
buen desarrollo bacterianc ademds de que la vitalidad mdxima-
de los espermatozoos estd por encima de este tiempo.

Se han hecho investigaciones para determinar la concen -
tracidén a la cual un microorganismo (especificamente Escheri-~
chia goli) afecta la motilidad espermdtica (l1l), obteniendo--
como resultados qgue en concentraciones de 109 microorganis —-—
mos/ml. hay decremento en la motilidad espermdtica, y en con-
centraciones de 107 a 108 microsyganismos/ml. ademis de este-
decremento, hay aglutinacidén espermdtica. Siendo esta la ra—-
z6n por la cual, para llevar a cabo este trabajo, se eligid -

una concentracién de 108 microorganismos/ml.
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Ve RESULTADOS

De los cien casos estudiados, las edades fluctuaron de 17

a 42 afios en mujeres y de 129 a 54 afios en hoxbres.

Bacterioscopia

A través del examen de los frotes del contenido endocervi
cal, tefiidos por el método de Gram, se pudo oObservar gque 1los -
microorganismos gue presentaron mayor incidencia en las mues -
tras fueron los cocos Gram—-positivos (98%), este porcentaje --

estd dado por el total de Staphylococcus y Streptococcus.

En el 90% de los casos se identificaron bacilos Gram-nega
tivos tipo coliformes v s6lo en un caso se observaron bacilos-

tipo Haemophilus vaginalis. Bacilo de Doderleiny bacilos dif -

teromorfos, considerados como flora normal de la vagina, se --

identificaron por bacteriocscopia cada uno, en el 76% de los —-

{

casos.

Los resultados de la bacterioscopia se muestran en canti-
dades porcentuales en el Cuadro No. l. Con respecto a los di -
plococos Gram—-negativos, estos se buscaron minuciosamente tan—
to intra como extracelularmente sin obtener resultados positi-

VOS .

Cabe mencionar que las preparaciones en fresco, empleadas

para observar la motilidad esperxmitica, se aprovecharon para-
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investigar la presencia de parisitos, esporas e hifas de hon-

gos. Solo en un casc se encontrd Trichomonas vaginalis v en-

cinco casos se observaron numerosas esporas de monilia,

BACTERIAS PORCENTAJE

Bacilos { Bacilo de DGderlein 76.0
Gram -—

positivos ' Bacilc difteromorfo 76.0
Bacilos | Bacilos coliformes 96,0
Gram=-

negativos | Bacilo tipo H. vaginalis 1.0
Cocos Gram-positivos : 98.0
Diplococos Gram-negativos 0.0

cuadre Ho. l. BRBacteriocscopia

Aislamiento e identificacién

Acorde con lag observaciones hechas en bacteriocsco~

pia, no se obtuvieron cultivos positives de Neisseria gono —--

rraoeae ni de otra especie. En el casc de Haemophilus vagina-

iis tampoco se obtuveo cultivo positive, & pesar de gue en un—

caso, éste se identificd por su morfologia, afinidad tinto —-
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real y localizacidn sobre las cé&lulas epiteliales.

En el Cuadro No. 2 se enlistan los microorganismos=—
aisladosg, asi comc su incidencia procentual.

Como puede observarse, los microorganismos identifi
cados son cocos Gram-positivos, 5acilos Gram-negativos perte-

necientes a la familia Enterobacteriaceae y bacilos Gram-posi

tivos (Racillus subtilis).

El microorganismo gque se encontrd con mayor £recuen

cia fue Staphvlococcus epidermidis (733%). Staphvlococcus au--

reus {(coagulasa positiva) fue aislado en el 8% de los casos,-
con respecto a los estreptococos, el mas frecuente fue el en
terococo (36%) .

Escherichia coli no patdgena fue aislada en el 58%-

de los casos, ocupando el segundo lugaxr en ocurrencia. Los =-

otros microorganismos pertenecientes a la familia Enterobac =

teriaceae fueron encontradocs en porcentajes bajos.

Es de importancia sefialar la presencia de Escheri -

chia coll patdgena (6%) y de Shigella. Escherichia coli se ti

pificd con suercos polivalentes I vy IZI v monovalentes, identi-

ficandose cepas 4de Escherichia coli ©ll1ll y cepas de Escheri -

chia coli 0l27a. De las siete muestras en que se aisld Shige-

la, sBlo se identificd una cepa de Shigella dysenteriae,

S————

De acuerdo con cl desarrolic microbiano obtenido,—-



Microorganismos

Incidencia (%)

. . . -
tachylococcus epnidermidis

Staphylococcus aureus

Streptococcus alfa haemolyticcus

Streptococcus beta haemolyticcus

Strentococcus faecalis

Escherichia coli no patdgena

Escherichia coli patdgena

Proteus mirabilis

Proteus vulgaris

citrobacter freundii

Hafnia alvel

Shigella spo

Shigella dysenteriae

Klebsiella Spe

Enterdbacter SPe

Bacillus subtilis

73

8

12

2

36

58

6

15

cuadro No. 2. Microorganismos aislados y su incidencia

porcentual,
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sa determind el nlimero de especies bacterianas aisiadas de -
cada muestra. Como puede observarse (Cuadro No. 3} no hubo -
muestras estdriles, en el 50% de los casos se aislaron dos -
especies bacterianas y en un caso hubo cinco especies dife -

rentes,
Concentracidn d= iones hidrdgeno (pH)

ILa concentracidn de iones hidrdgeno del contenido vagi-
nal post-coito tuvo una variacidn de 5.0 a 8.5, en el caso -
del contenido endocervical post-coito ésta fue de 5.0 a 8.0.

Se hizo un anilisis comparativo de los casos con pH —=-—
igual y la flora bacteriana presente en ellos, sin encontrar
alguna relacidn.

En la técnica empleada, el pH normal para el contenido-
vaginal post—coito es de 6.7 a 7.7; el pH normal para el con

tenido endocervical post—-coito, es de 6.8 a 7.7,
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Namerc de muesktras Especies bacterianas

o O
8 1
50 2
34 3
7 4
1 5

Total 100

cuadro No. 3. Nimero de especies bacterianas

aisladas por muestra,
Relacidn entre motilidad inicial y microorganismos aislados

Se encontraron 36 muestras cuya motilidad inicial fue de
cero en contenido vaginal y/o endocervical. De estas 36 mues-—
tras, 8 presentaron motilidad inicial de cero en ambos conte-
nidos; 5 tuvieron motilidad inicial de cero sblo en contenido
vaginal v 23 en el contenido endocervical; teniendo asi que -
el 13% del total de las muestras tuvo motilidad inicial de cg
ro en el contenido vaginal.

En la Grifica No. 1 se indican los microorganismos aisla

dos en los casos con motilidad inicial de cero y el niimero de

0
1]
g{?’
H
D
£
{u
o
I
1

casos en los gque estuvieron presentes., La parte
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ilustra el nimero de casos en gue el microorganismo correspon—
diente .estuvo presente con una o mds de las especies bacteria-—
nas ahil incluidas, mientras que la parte blanca sefiala los ca-—
sos en los gue hubo una sola especie bacteriana (5 casos).
Considerando estas 36 muestras como un 100%, los microor-

ganismos que con mayor frecuencia estuvieron presentes en —=-—

ellas son: Staphylococcus epiderxmidis (69.4%), Streptococcus -

faecalis (509} v Escherichia coli no patdégena (44.4%). Aunque-—

Streptococcus alfa haemolyticcus estuve sblo en el 22.2%, cabe

sefialar que de los 12 estreptococos alfa hemoliticos aislados-
de las 100 muestras, 8 estin en casos con motilidad inicial de
cero.

Las especies bacterianas presentes en los cinco monoculti

vos integran tres grupecs, el de Staphylococcus epidermidis con

tres anidades y otros dos de una unidad, el de Strepiococcus —

faecalis v el de Escherichia coli no patdgena.
ecatlls ¥ L S

Relacidn entre vitalidad en contenido vaginal post-coito y mi-

croorganismo aislados.

Se agrusaron las muestras de acuerdo a la vitalidad maxi-
ma determinada, los .resultados en por ciento se muestran en la
Grafica No. 2.

Se compararon las especies bacterianas presentes en cada

grupo y, adeTas, se hizo la GC“ﬁaraCi n entre los grupos. Se-
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observd que las bacterias presentes en los grupos con vitali -

dad méaxima baja también estuvieron presentes en los grupos con

vitalidad maxima =lta.

=2

T.as especies bacterianas aisladas en el grupoc con viktali

dad méxima de:

3 horas son:

6 horas son:

12 horas son:

24 horas son:

Streptococcus faecalis, Escherichia coli 0127a, -

Escherichia colli no patbgena y Enterobacter sp. -

Staphvlococcus epidermidis, Staﬁhylococcus aureus,

Streptococcus faecalis, Escherichia coli no patd-

gena, Proteus mirabilis, Proteus vulgaris, Citro-

bacter freundii, Shigelia sp, Klebsiella sp.

Staphvlococcus epidermidis, Staphylococcus aureus,

Streptococcus alfa haemolvticcus, Streptococcus -

betavhaemolyticcus,Strepﬁococcus faecalis, Esche-

richia coli patdgena y no patdgena, Proteus mira-

bilis Proteus vulgaris, Citrobacter freundii, Haf

nia alvei, Shigella sp, Shigella dysenteriae, En-

tercbacter sp ¥ Bacillus subtilis.

Staphvlococcus epidermidis, Streptococcus alfa —--

. . _ - .
haemelvticcus, Streptoccecus faecalis, Escheri —-

e e

chia coli no patdgena, Proteus vulgaris y Hafnia-

alvei.
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36 horas son: Staphylococcus epidermidis, Streptococcus faeca

iis, Escherichia goli 0111, Escherichia coli no

patdgena, Proteus mirabilis y Citrobacter freun

» .
gii

48 horas son: Staphylococcus epidermidis, Streptococcus faeca-

lis, Shigella sp.

Como puede observarse, el porcentaje mayor (53%) estéd da
do por los casos que tuvieron una vitalidad méxima de 12 ho -
ras, ademls de que todos los microorganismos aislados, a.ex--—

cepcidn de Klebsiella sp, est@n presentes en este grupo.

En la Grafica No. 2 estén representados un total de 87 -
casos, los trece casos restantes tuvieron motilidad inicial -

de cero en el contenido wvaginal.

Efecto bacteriano sobre los espermatozoos in vitro

motilidad :'l'.ni—-

-]

.. ;
Se emplearon cinco muestras de semen, co

1

cial mayor del 50%, por 1o gue se formaron cinco grupos para-
hacer las inoculaciones. En el Cuadro No, 4 se indican las ce
pas bacterianas inoculadas en cada muestra de semen v los re-—
sultados obtenidos.

En aguellos problemas en les que hubo motilidad, ésta no
fue normal, sino gue se observd gue eran movimientos lentos -

o in situ:r los microorganismos presentes fueron: Escherichia-

coli (B), Staphvlococcus aureus, Streptococcus faecalis, Pro-
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Muestra de  Motilidad Microorganisme  Motilidad® Motilidag®
semen inicial inoculado del control del proble
(%) % ma
(35

oli (a)® 26
coli (B)D
coli {C)b
coli (D)b

e

Q

»

OO0

¥

[l B es s

coli (E)P 31
coli (F)b

coli (H)P

coli 0127a
idermidis

[ [ | {1
coo0oo

9

coli (G)% 50
aureus

faecalis

S. alfa

haemolviiccus 0
S. beta

haemolvyticcus 0

« v s
o0

Wi |n |

]

. coli O1ll 29
dysenteriae
. freundii

163 1o [t
coo

5 8l P. mirabilis 22 - 6
P. vulgaris 4

Cuadro No. 4. Resultados de la inoculacidn bacteriana en semen.
(%) Se reporta por ciento de formas mdviles.
a Motilidad a las 6 horas después de la inoculacidn.
b Cepas de E. coli no patdgena con diferente bioguimica.
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teus mirabilis y Proteus vulgaris.

Se observé que en las inoculaciones hechas con Escheri —-

chia coli (F),_ Streptococcus faecalis, Proteus mirabilis y --

do grandes acUmulos. En el caso de Escherichia ccli 0127a se -~

observaron pequefios acimulos de espermatozoos, ademis fue noto
rio que gran namerc de espermatozoos presentaron colas en espi
ral, anormalidad gue no fue observada en el control ni en la -

muestra original.



VI. CONCLUSIONES

Relacionando los datos de pH con motilidad v vitalidad de~

los espermatozoos se puede apreciar lo siguiente:

1. En los casos con motilidad inicial de cero, en el conte
nido vaginal post-coito, se cbservd marcada acidez, es-
decir, que los valores de PE se encontraron abajo del -
iimite inferior normal para 1z +té&cnica empleada.

2. En aquellos casos en los que hubo vitalidad mdxima de —
3 © 6 horas, los valores de pH no fuercm tan Zcidos co-
mo en los casos anteriores, se mantuvieron alrededor --

del limite inferior.

3. En contraste con lo anterior, se observd gque los valo--
res de pH en las muestras con vitalidad mdxima de 12 ho
ras o mds estuvieron dentro de los limites normales, --

con excepcidn de pocos Ccasos.

Con lo gque se constata que la motilidad y witalidad de los
espermatozoos se ven afectadas por la acidez.

Al relacionar la flora bacteriana y el pE, los resultados-
mostraron que las mismas especies bacterianas se aislan de mues—
tras con wvalores de pH tanto bajos como normales; lo cuwal indi-
caque la flora bacteriana se estd adaptandc al pH vaginal y que
en alguncs casos, probablemente, la presencia <= microcorganis—-

mos esté influyendo en el valor del p=.
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Los microorganismos de mayor incidencia en muestras con mo

tilidad inicial de cero son:Staphylococcus epidermidis (69.4%%) ,~

Streptococcus faecalis (50%) v Escherichia coli {44.4%);: a pe--

sar de estos resultados, no podemos considerar a estos microor-
ganismos como los responsables de la nula motilidad, ya gque tam
bién fueron alslados de muestras en las gue se observd motilidad
y vitalidad.

Con” respectoa la vitalidad se observd que la mayoria de —-—
los casos {53%) alcanzaron una wvitalidad mdxima de 12 horas, a-—
demds de que todos los microorganismos aislados , a excepcidn -

de Klebsiella sp,estuvieron en este grupo. Sin embargo, cada —--

muestra difirié en cuanto al microorganismo o microorganismos -
presentes.
| Ha sido postulado que los organismos Gram—negativos v algu
nas bacterias Gram-positivas pueden ser una causa de esterili--
dad (11,39), siendo esta la razdn por la cual se inocularcn es—
pecies bacterianas en muestras de semen , con el fin de saber -
la influencia gue puedan ejercer sobre los espermatozoos.

De los resultados de las pruebas in vitro, pudimos notar -
que todas las bacterias inoculadas provocaron decremento en la-
motilidad espermét}ca v hasta la inmovilidad total en la mayoc--

ria de los casos.

Lo importante de las inoculaciones con Escherichia coli —-—

es que s6lo una de las cepas no patdgenas empleadas, provocd ~——

45



agrupamiento de los espermatozoos, y de las patdgenas, s6lo —-—

Escherichia coli 0127a produjo pequefios aclimulos de espermato-

zoos; de igual manera se han encontrado resultados discrepantes
en las investigaciones realizadas (29,31,39).

BEs interesante sefialar 21 hecho de gue en presencia de --

Escherichia coli 0127a se observd notable incremento de formas—
espermdaticas anormalies, siendo la anormalidad a nivel de cola.
Matthews y Buxton (31) reportaron como microorganismo es -

permaticida a Proteus vulgaris, a diferencia de ellos, encontra

mos gue las especies de Proteus vulgaris y Proteus mirabilis --

produjeron disminucidn de la motilidad, probablemente debida a-
la formaci{n de grandes acimulos de espermatozoos.
Fue sorprendente el hecho de que la presencia de Staphylo-

coccus epidermidis en muestras seminales no fuera inocua; é&sto-

nos lleva a pensar gue, ain cuando es un huésped habitual de la
vagina, debe considerarse gue en algunos casos puede afectar —-

al espermatozoo.

Con Streptococcus faecalis se observd inmovilizacidn ademds

de una marcada acumulacidn de espermatozoos.
Los demds microorganismos probados también provocaron dis-
- a o, - - Fak T - » . - _
minucidn en la motilidad espermatica, sin apreciar ninguna par-
ticularidad.
En resumen, los resultados de las pruebas in vitro, sugie-~

ren que la motilidad vy vitalidad de los espermatozoos se dete-
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riora con la presencia de bacterias.

Consideramos gue un estudio completo de la esterilidad con
yugal, debe incluir el an&lisis bacterioldgico. Con ello se pre
tende que, al conocer la flora microbiana gue en ese momento ha
hita la vagina, se pueda fijar el criterio gue nos indigue si -
es necesario erradicar algin microorganismo. Tal vez la presen-—
cia de bacterias no sea un factor gue impida la fecundacidn, pe

ro si puede, en determinadas circunstancias, contribuir con los

problemas de esterilidad.
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VII. APENDICES

Infusidn de Cerebro Corazdn

Ia infusidén de cerebro corazdn es un medio liguido para el
cultivo de bacterias.

Férmula en gramos por litroc de agua destilada:

Infusidn de cerebro -Ge ternera 200.0
Infusidén de corazdn de res 250.0
Peptona (Gelysate-BBL} 10.0
Cloruro de sodio 5.0
Fosfato disddico 2.5
Dextrosa 2.0

pH final + 7.4

Disuelva 37 gramos del material deshidratado en un litro -
de agua destilada. Distribuya y esterilice en autoclave a ——
121°c, (15 libras de presidn de vapor) durante 15 o 20 minutos.

Usos: La infusidn de cerebro corazdn se emplea extensamente
para trabajos de cultivo de sangre, v para el cultivo de cocos -

patdgenos v de otros microorganismos.

Infusién de Cerebro Corazdn Agar

La infusidn de cerebro corazdn agar tiene la misma formu-
lacidn gue el caldo, mds la adicidén de 18 gramos de agar por -

litro de agua destilada. Vierta en tubos inclinados o placas -~

para Su uso.
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Medio de Tioglicolato sin indicador-135C

El medic de tioglicolato favorece el desarrollo de micro--—
organismos estrictamente anaerocbios asi como aerobios.

Formula en gramos por litro de agua destilada:

Peptona Trypticase 17.00
Peptona Phytone 3.00
Dextrosa 6.00
Cloruro de sodio 2.50
Tioglicolate de sodio 0.50
Agar 0.70
Sulfito de sodio 0.10

PH final + 7.0

Haga una suspensidén con 30 gramos del material deshidrata-
do en un litro de agua destilada. Mezcle hasta obtener una sus-—
pensidn uniforme. Caliente agitando frecuentemente v hierva du--
rante un minuto. Distribuya en tubos llendndolos hasta la mitad.
Afiada a cada tubko nujol para formaxr una capa de aproximadamente
0.5 cm. Esterilice en autoclave de 118°C a 121°C (no mds de 15—~
libras de presién)durante 15 minutos.

Usos: El medio de tioglicolato-135 C, se caracteriza por -
su capacidad extrema de favorecer el desarrollo, de inoculacio-
nes minimags de una gran variedad de microorganismos aercbios =—-—
y anaerobios. Ias especies mis estrictamente aerogias se desa~—

rrolian en la parte superior, mientras gue los tipos anaerocbios
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se desarrollan en las profundidades del medio.

Base de Agar de Gelosa Chocolate

La base de agar de GC con sangre, hemoglobina u otras subs
tancias agregadas, se emplea para el aislamiento ¥

aonococo.

Formula en gramos por litro de agua destilada:

Peptona Polypepetone 15.0
Almiddn de maiz "1.0
Fosfato dipotdsico 4.0
Fosfato monopotdsico 1.0
Cloruro de sodio 5.0
Agar 10.0

pH final + 7.2

Suspenda 7.2 gramos del medio deshidratado en 100 ml. de -
agua destilada para obtener ymabase de doble concentracidn, =--
mezcle bien. Caliente agitando frecuentemente y hierva durante~
un minuto aproximadamente. Esterilice en autoclave a 121°C (15
libras de presifn) durante 15 minutos. También esterilice en -
autoclave 100 ml. de una solucidn de hemoglobina al 2%, afiadien
do gradualmente agua a 2 gramos de hemoglobina seca, para obte-
ner una suspensidén uniforme, antes de exponerla al calor de la-
autoclave. Enfrie ambas soluciones a 50°C. Afiada la hemoglobi
na v los otros componentes a la base, segin se desee, y vierta-

en placas.
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Se recomienda el uso del Polienriguecimiento, del cual se
afiaden 2ml. & 200 ml. de la mezcla de hemoglobina y base de ——
agar GC. Para el aislamiento de gonococos ¥ meningococos, ¥ 13
ra la inhibicidn de la mayoria de los otros microorganismos, -
se afiaden 2 ml. de inhibidor VCN (Vancomicina-Colistina-Nista -
tina).

Las placas se invierten y se incuban en una atmdsfera de -
aire con bidxido de carbono. Incube 48 horas. Después de las 48
horas, a la colonias sospechosas se les hace la prueba de la --

oxidasa.

Base de Agar de Gelosa Sangre

FOrmula en gramospor litro de agua destilada:

Infusidn de corazdn ; 500
Bacto~Tryptosa 10
Cloruro de sodio S
Bacto-agar 15

pH final + 6.8

Para rehidratar el medio, suspenda 40 gramos en un litro-
de agua destilada fria, caliente a ebullicidn para disolver el
medio completamente. Distribuya en tubos o matraces y esteri-
lice 15 minutos a 15 libras de presidn (121°C). E1 pH del me—~
dio debe de ser 6.8, entes de adicionar la sangre.

Si la gelosa se va a preparar inmediatamente, enfrie el ~
medio estdril hasta 45-50°C, y, adicione asépticamente el 5% -
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de sangre desfibrinizada estéril mezclando cuidadosamente, evi
te la formacidn de burbujas de aire. Distribuya en placas. In-
cube 24 horas antes de usarse, para garantizar su esterilidad.

Este medio es suficientementerico para el crecimiento de

casi todas las bacterias patdgenas y tiene la ventaja de que -

1z hemblisis se observa directamente.

Agar de Eosina y Azul de Metileno

El agar de eosina vy azul de metilenc (EMB) sirve para el-
aislamiento v diferenciacidén de los bacilos entéricos Gram-ne-
gativos. El colorante inhibe el crecimiento de otros microor -
ganismos.

Férmula en gramos por litro de agua destilada:

Peptona (Gelysate BBL) 10.0600
Lactosa 5.000
Sacarosa 5.000
Fosfato dipotéasico 2.000
Agar 13.500
Eosina ¥ 0.400
Azul de metilenc 0.005

pH final + 7.2

Suspenda 36 gramos del polvo en un litro de agua destila-
da. Caliente agitando frecuentemente y hierva durante un minu-
to aproximadamente., Distribuya y esterilice a no mé&s de 121 °C

(15 libras de presidn} durante 15 minutos. Enfrie a 45°C, y —-
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distribuya el medio, agitando suavemente antes de usarlo, v
vierta en placas,

Usos: EL agar de eosina vy azul de metileno sirve para —-
diferenciar las colonias de b
los capaces de fermentar ripidamente la lactosa, la sacarosa-
o ambas. Este medio inhibe fuertemente el crecimientc de los-

microorganismos Gram-positivos.

Agar para Staphvlococcus 110

El agar para estafilococos 110 es selectivo para el ais-—
lamiento e identificacidn de estafilococos.

Férmula en gramos por litro de agua destilada:

Extracto de levadura 2.5
Peptona Trypticase 10.0
Gelatina 30.0
Lactosa 2.0
D-Manitol 10.0
Cloruro de scodio 75.0
Fosfato dipotéasico 5.0
Agar 15.0

pH final + 7.0
Suspenda 149 gramos del pelvo en un litro de agua destila
da. Caliente agitando frecuentemente vy hierva durante un minu-

to. Distribuya y esteriiice en autoclave a 121°C {15 libras =--

de presidén) durante 15 minutos. Suspenda el precipitado agi --
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tando suavemente para evitar la formacidn de burbujas,y distrdi
buya en placas mientras el medio sigue caliente, o enfrie el -
medio a 45-50°C v agregue sangre si desea.

Usos: Estrie o frote el indculo e incube a 30°C durante -

48 horas. Seleccione las colonias pigmentadas para hacer tin -

ciones y reacciocones de coagulacidn, asi como para pruebas de

hemdlisis si asi se desez.

Base de Agar de Casman

La incorporacién de almiddn de arroz y de nicotinamida es
especialmente importante por su efecto sobre el desarrollo de-

Neisseria gonorrhoeae, ¥y de Haemophilus influenzae.

Féormula en gramos por litro de agua destilada:s

Peptona Polypeptone- X 10.00
Peptona Bios§te 10.00
Extracto de res 3.00
Nicotinamida * 0.05
Acido p-amincbenzoico 0.05
Dextrosa 0.50
Almiddn de arroz 1.00
Cloruro de sodio 5.00
Agar (seco} 13.50

pH final + 7.3

Suspenda 43 gramos del material deshidratado en un litro

de agua destilada. Mezcle. Caliente agibando frecuentemente -
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v hierva durante un minuto. Distribuya y esterilice en autocla
ve a 121°C, durante 15 minutos.

Usos: Las placas se inoculan e incuban en un recipiente -
con una vela o en una atmdsfera acondicionada con adicidn de -
CO,. La presencia de CO,; fomenta el desarrollo de la mayoria -
de los patdgenos.

Con mayores concentraciones de nicotinamida hay mejor cre

cimiento de los bacilos de Haemophilus influenzae,perc se inhi

be el desarrollo de los gonococcs. El almiddn de maiz parecid-—
favérecer el crecimiento de los gonococos.

En 1953 Leopold aisldé un bastoncillo pleomdrfico, inmd —
vil, Gram-negativo, gue formaba diminutas colonias hemoliticas
en el agar sangre de Casman. Este microorganismo hoy es cono -

cido generalmente como Haemophilus vaginalis.

Agar de MacConkey

Se emplea en la investigacidn de microorganismos colifor-

mes, y también se puede usar para el aislamiento de Vibrioc co-

_mma de las especies patdgenas de bacilos entéricos. La inhibi-
cidn de los microorganismos Gram-positivos se obtiene median -
te la mezcla de sales biliares.

Formula en gramos por litro de agua destilada:
Peptona Gelysate 17.000

Peptona Polypeptone 3.000
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Lactosa

Mezcla de sales biliares

Clorurc de sodio
Agar

Rojo neutro
Violeta cristal

pH final + 7.1

Suspenda 50 gramos del medio deshidratado en un litro de
agua destilada. Caliente suavemente agitando frecuentemente -

v hierva durante un minuto. Esterilice en autoclave a 121°C -

10.000

1.500

5.000

13.500

0.030

0.001

(L5 libras de presibén) durante 15 minutos.

Enfrie el medio estéril fundido a 45°C y cologue en pla-

cas,

Usos: Aislamiento de patdgenos entéricos. Se puede em —-

plear para la investigacidén de los patdgenos entéricos en he-

ces y otros materiales,

Caldo para Prueba Presuntiva de Enterocccos

Férmula en gramos por litro de agua destilada:

Triptona (Trypticase BBL)

Extracto de levadura
Dextrosa
Azida de scodio

Azul de bromotimol

5.000

5.000

0.400

0.032



Disuelvé 15.4 gramos del deshidratado en un litro de agua
destilada y distribuya en tubos en porcicnes de 8 mililitros -
para inocularlos con muestras de 2 mililitros o menos. Para —-
indculos de 10 mililitros use 77 gramos por litro de agua des-
tilada y distribuya en porciones de 2 ml. Esterilice en auto -
clave por 15 minutos a 121°C (15 libras de presidn).

Usos: Los enterococos se definen como los microorganismos
catalasa-negativos capaces de crecer a 10° y 45°C en presencia
de un 6.5% de NaCl. Su crecdimiento no se inhibe con 0.04% de -
azida de sodio ni con 650 unidades de penicilina por litro del
medio. Estos enterococos comprenden cuatro especies: Strepto -

coccus faecalis, S. liquefaciens, S. zymogens y S. durans.

La prueba de presuncidn consiste en la produccidn de &ci-
do v turbiedad en el medio enriquecido con azida de sodio. Los
autores recomiendan inocular la dilucidn sencilla del medio —-

Tas
L T

l-ln

con muestras de 0.1 a 1 ml. v con muestras de 10 ml, lz &
cidén concentrada. Incube los tubos de ensaye en bafio Maria a -
45°C y cbserve peribddicamente después de 8 horas, buscando la-
aparicidén de turbiedad y la produccidn de &cido que se mani -~
fiesta por el canbic a amarillo del azul de bromotimol. Tan ——
pronto como se obtiene una reaccidn presuntiva positiva, re -—-
siembre el contenido de una asa en un medio de confirmacidn --

con caldo-superficie inelinada. (L.a azida de sodio y la alca -

1inidad del caldo inhiben el crecimiento de otros microorga —-—
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nismos).

Caldo para Prueba Confirmativa de Enterococos

Formula en gramos por litro de agua destilada:

Triptona (Trypticase BBIy 5.00
Extracto de levadura 5.00
Dextrosa 5.00
Azida de sodio 0.40
Cloruro de sodio 65,00
Azul de metileno 0.01

pH final + 8.0

Disuelva 80.4 gramos del material deshidratade en un 1i -
tro de agua destilada. Distribuya y esterilice en autoclave --
a 121°C (15 libras de presidn) por 15 minutos. Enfrie a tempe-
ratura ambiente. Agregque 65 U de penicilina para cada 100 ml. -
del medio poco amtes de usarse.
Usos: El caldo para confirmar enterococos se emplea con -
el agar para confirmar enterococos de la manera descrita al --

tratarse este medioc.

Agar para Prueba Confirmativa de Enterococos

Férmula en gramos por litro de agua destilada:

Triptona (Trypticase BRL) 5.00
Extracto de ILevadura 5.00
Dextrosa 5.00
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Azida de sodio 0.40

Bgar 15.00

Azul de metileno 0.0L

pi final + 8.0

Suspenda 30.4 gramos del material deshidratado en un 1i -
tro de agua destilada. Mezcle bien. Caliente agitando frecuen-
temente, hierva por un minuto. Distribuya para emplearloc en --
cultivos inclinados y esterlice en autoclave por 15 minuktos ——
a l21°C (15 libras de presidn).

Usos: Prepare el agar para confirmar enterococos inclina-
do sobreponiéndole asépticamente el caldo para confirmar ente-
rococos. Agregue suficiente caldo para cubrir la mitad de la -
supexrficie inclinada. El caldo tiene la misma £ormula gue el -
agar, mas un alto contenido de NaCl vy penicilina.

Si un cultivo a 45°C, en caldo presuntivo para enteroco -
COS es posSi
para confirmar, haga estrias en zig zag sobre la superficie --
inclinada, Incube los tubos a 37 °C durante 12 horas v examine
buscando colonias en cabeza de alfiler en el medio inclinado -
v de sedimento en el caldo. Haga una tincidn de Gram para in -
vestigar al microscopic la presencia de estreptococos grandes-
y ovoides. 8i se agregan 5 ml. de perdxido de hidrbégenc al me -

dio, debe obtenerse una reaccidn de catalasa negativa.

Bl crecimiento de estreptococes catalasas negatives enpre
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sencia de penicilina, azida de sodio y 6.5% de NaCl, confirm=-—

la presencia de eanterccocos.

Caldo Manitol Rojo de Fenol

Es un medio liquido que se utiliza para determinar la ca-
pacidad de un microorganismo de fermentar (degradar) el mani -
tol incorporado en un medio basal, produciendo &cido.

Fdérmula en gramos por litro de agua destilada:

Peptona Trypticase 10.000
Cloruro de sodio 5.000
D-Manitol 5.000
Rojo de fenol 0.018

pH final + 7.4

Disuelva 20 gramos del polvo en un litro de agua destila
da. Esterilice distribuido en tubos, de 116°C a 118°C (no mas
de 12 libras de presidn) durante 15 minutos.

Usos: La peptona favorece grandemente el crecimiento bac
teriano; los patrones de fermentacidn son generalmente carac-—
teristicos, lo cual ayuda en la diferenciacidn de géneros y ~
ain de especies bacterianas. De acuerdo al indicador empleado.
la aparicidén de color amarillo indicando acidez, es indicio de
fermentacidn.

Caldo Sacarosa-Urea

Es un medio liquido que se utiliza paxa determinar la --
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reaccidn de fermentacidn de la sacarosa y ademds determinar —-
la caopacidad de un mdcroorganismo para escindir la urea, for -
mando dos moléculas de amoniaco por la accidn de la enzima ureasa.

Férmula en gramos por litro de agua destilada:

Peptona Trypticase ' 10.000
Cloruro de sodio 5.000
Sacarosa 5.000
Rojo de fenol 0.018

pH final + 7.4

Disuelva 20 gramos del polvo en un litro de agua destila-
da. Aflada urea al 1% (p/v) v unas gotas de una solucidn de -—-
azul de bromotimol. Distribuya en tubos de ensaye vy esterilice
a 110°C (no maés de 10 libras de presidn}) durante 10 minutos. |

Usos: Se usa en los estudios de fermentacidn de la sacaro
sa de muchas especies bacterianas y la propiedad de hidrolizar
la urea de algunas de estas bacterias. La actividad enzimdtica
de la ureasa es caracteristica de todas las especies de Pro --
teus y se usa primariamente para diferenciar la urea positiva-
ripida de los microorganismos Proteus de otros miembros de En-

terocbacteriaceae; otros géneros pueden ser positivos lentos. -

La aparicidén de color amarillo indica la fermentacidn &cida —-

de la sacarosa, mientras que la aparicidn de color violeta nos

indica la hidrdlisis de la urea.
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Medio SIM

El medio de SIM se emplea para determinar si el sulfuro -—-
de hidrdgeno ha sido liberado, por accién enzimatica, de aminoi
cidos sulfurados produciendo una wvisible resaccidén de color ne -
gro en el medio; determinar si ur microorganismc s capaz de —-—
escindir indol de la molécula de triptofano:; determinar si un -
microorganismo es mdévil o inmdvil. La presencia de indol en el-
medio se investiga adicionando unas gotas del reactivo de Ehr -
lich o de Kovacs al medio, estos reactivos son amarillos y si -
la superficie del medio se pone rosa al adicionarlo, la prueba-
es positiva.

Férnmla en gramog por litro de agua destilada:

Peptona Trypticase 20.0
Peptona Thiotone 6.1
Sulfato de hierro y amonio 0.2
Tiosulfato de sodio 0.2
Agar 3.5

pH final + 7.3

Suspenda 30 gramos del material seco en un litro de agua
destilada. Mezcle vy caliente agitando frecuentemente y hierva
durante un minuto. Distribuya v esterilice en autoclave a -—--
121°c (15 libras de presidn) durante 15 minutos.

Usos: EL medioc de SIM es Gtil para la identificzeidn ha-

bitual de bacilos entéricos., Ayuda en la diferenciacidn en --
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tre géneros v la diferenciacidn entre especies. ILa motilidad se

evidencia por el crecimiento lejos de la linea de inoculacidn.

Agar de Hierrc de Kligler

El agar de hierro de Kligler se emplea para la diferencia-
cibn de los bacilos intestinales Gram-negativos, basandose en -
su capacidad de fermentar la dextrosa y la lactosa junto con la
determinacidn de posible produccidn de sulfuro de hidrdgeno.

Formula en gramos por litro de agua destilada:

Peptona Polypeptone 20.000
Lactosa 10.000
Dextrosa 1.000
Cloruro de sodio 5.000
Citrato de amonio férrico 0. 500
Tiosulfato de sodio 0. 500
Agar 15.000
Rojo de fencl 0.025

pH final + 7.4

Suspenda 52 gramos del medio deshidratado en un litro de
agua destilada. Mezcle bien y caliente agitando frecuentemen-
te. Hierva durante un minuto. Distribuya en tubos y esterili-
ce a 121°C (15 libras de presidn) durante 15 minutos. Enfrie-
en posicidn inelinada, de manera de obtener extremos prolon-

gados.
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Usos: Las colonias seleccionadas se inoculan en el medio-
de Kligler en estria, en la superficie inclinada y por puncidn
en la parte preofunda. La fermentacidén de la glucosa se efectia
en anaercbiosis y se indica por un cambio del fondo a un color
amarillo (reaccidn &cida del rojo de fenol). Los bacilos coli-
formes generalmente atacan la lactosa y producen una reaccidn-
4cida, tanto en la superficie inclinada como en el extremo del
tubo. El ennegrecimiento es debido a la liberacidén de sulfu —-

ros.

Caldo MR-VP

Este medio se emplea para diferenciar las bacterias me —-
diante las reacciones de rojo de metilo y de Voges-Proskauer. -
La prueba de rojo de metilo consiste en probar la capacidad de
un microorganismo de producir y mantener estables los produc -
tos finales &cidos de la fermentacidn de la glucosa, ¥ superar
la capacidad amortiguadora del sistema. La prueba de Voges- —-
Proskauer es para determinar la capacidad de algunos microor -
ganismos de fermentar la glucosa, teniendo un producto final -
neutrs, gue es el acetilmetil carbinol (acetoina).

Férmula en gramos por litro de agua destilada:

Peptona Polypeptone 7.0
Dextrosa 5.0
Fosfako de potasio 5.0
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PH final + 6.9

Suspenda 17 gramos del polvo er un litroc de agua destila-
da y mezcle bien. Si es necesario caliente un poco hasta disol
verse. Distribuya y esterilice entre 118° vy 121°C ( no mis de-
15 libras de presidn) durante 15 minutos.

Usos: Reaccidn de Voges-Proskauer. La reaccidn de VP se -
hace generalmente para mostrar la capacidad de producir acetil
metil carbinol. La prueba se puede realizar de varias maneras,
una de ellas es: prepare 960 ml. de una solucidn de KOH al 10%
Y agregue una solucidn de un gramo de CuSOg.5H30 en 40 ml. de-
solucidn co?centrada de NHg40H. A 5 ml. de cultivo agregque --—-
otros 5 ml. de esté élcali,igngﬂééagiene sulfato ciprico y --
amonio. Lai;périciénien 20 ﬁéﬁyﬁés%de un color rojo de eosina-
indica ia pre;encia‘ée a%e@llmgt&l carbinol.

Reaccién de rojo de mgtilo. A 5 ml. de un cultivo de 5 —-
dias, agregue 5 gotas de la sgiucién indicador. Prepare la so-
lucidn indicador de rojo de metilo disolviendo 0.l gramo de ——
rojo de metilo en 300 ml. de alcochol al 95% y diluyendo a 500-

4

ml. con agua destilada, i
Wo¥

En una reaccidn positiva se deke tener un color rojo bien

definido, en tanto gque el amarilloc constituye la negativa.

Agar de Citrato de Simmons

El agar de citratc de Simmons se usa para diferenciar —---—
las bacterias entéricas Gram-negativas, bas&ndose en la utili-
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zacién de citrato como Gnica fuente de carbono para su metabo-
lismo, con alcalinidad resultante.

Férmula en gramos por litro de agua destilada:

Fosfato dihidrogenade de amonio 1.00
Fosfato dipotéasico 1.00
Cloruro de sodio 5.00
Citrato de sodio 2.00
Sulfato de magnesio 0.20
Agar 15.00
Azul de bromotimol 0.08

pH final + 6.9

Suspenda 24.2 gramos del polvo en un litro de agua destila
da. Mezcle bien y caliente suavemente agitando frecuentemente -
hasta que el medio hierva durante un minuto. Distribuya en tu -
bos y esterilice en autoclave a 121°C (15 libras de presidn) --
durante 15 minutos. Enfrie en posicidn inclinada, aunque tam ——
bién se puede emplear como medios en placa.

Usos: El agar de citrato de Simmons es un medio que se pue
de emplear como una de las pruebas de IMViC. Inocule el medio -
inclinado estriando la superficie v puncicne el fondo. Incube -
los cultivos durante 4 dias a 35-37°C. EL medio empleado tam -—
bién contiene sales inorgénicas de amonio. Un microorganismo ——

gue es capaz de usar el citrato como Gnica fuente de carbbn, -

también ukiliza las sales de amonioc cono finica fuente de nitrd-
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genc. Las sales de amonio son escindidas a amoniaco (NH4) con~-
alcalinidad resultante del medio. La aparicidn de un crecimien
to visible va acompafiado en general de un cambio alcalino ~--

{azul del indicador).

Prueba de la Catalasa

Esta prueba se emplea para detectar la presencia de la en
zima catalasa. Esta enzima estd presente en muchos citocromos-
que contienen las bacterias anaercbias facultativas y aerobias.
Generalmente los microorganismos que no contienen el sistema -
de citocromos tampoco tienen la enzima catalasa y asi son inca
paces de descomponer el perdéxido de hidrégeno. Los anaerobios -
tienen peroxidasa en lugar de la catalasa. EL perdxido de hi--
drbgeno se forma como producto f£inal degradativo de la descom-
posicidn aerobia de azfcares, si se deja acumular, es téxico -
para la bacteria, provocando su muerte, La descomposicidn de--
pexrdxido de hidrégeno ccurre via la accidn de dos enzimas: la-
catalasa y la peroxidasa, en su descomposicidén una molécula ac

tiia como substrato y la otra como donador. La enzima catalasa-

puede utilizar el perdxido de hidrdgeno para oxidar los alco--
holes metilico y etilico, produciendo sus correspondientes al-
dehidos. El pH éptimo para la actividad de la catalasa es 7.0.

El reactivo empleado para la prueba es perodxido de hidrd-

geno al 30%% (Superoxal).
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Prueba de rutina de catalasa. Se recomienda el método en
placa. Pique el centro de una colonia de crecimiento en placa
y cologue la cclonia pura en un portaobjetos limpio. Adicione
una gota de perdxido de hidrdgeno al 30% sobre la colonia en-
el portaobjetos. Use un gotero o una pipeta Pasteur. No es ne
cesario mezclar el inbéculo con la gota.

La prueba es positiva cuando en el momento de adicionar-
el reactivo al crecimiento bactgriano se produce un vigoroso-

burbujeo (desprendimientc de oxigeno molecular).,

Prueba de la Coagulasa

Esta prueba consiste en probar la capacidad de un micro-
organismo para coagular el plasma por la accidn de la enzima-
coagulasa,

Existen varios métodos para realizar esta prueba, sin --
embargo la prueba tradicional en tubo ha sido la més popular-
porque es répida y f£facil de llevar a cabo.

Método del tubo directo. ILas colonias sospechosas, por -

ejemplo las colonias doradas del medio de Staphvylococcus 110,

se escogen y transfieren individualmente a tubos de caldo, por
ejemplo soya Trypticase, gue promueva un répido crecimiento.-
Incube los cultivos en caldec hasta gue obtenga un buen creci-
miento, normalmente entre 18 y 24 horas. Distribuya el plasma

en cantidades de 0.5 ml. dentro de pequefios tubos de ensaye -
v agregue unos 0.05 ml. del cultivo bien crecido de caldo. --
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Gire suavemente los tubos para obtener una mezcla completa e—
incube a 37°C en bafio ¥Maria. Emplee un control positivo (cepa
probada productora de coagulasa). Examine los tubos periddi-—-
camente, cualguier grado de coagulacidn en tres o cuatro ho--
ras se considera un resultado positivo. Muchas cepas produc -
toras débiles de enzima coagulan el plasma solamente después-
de una noche de incubacidn.

I.a prueba de coagulasa es especificamente empleada para-

diferenciar especies del géneroc Staphvlococcus. Una prueba ~-

positiva es generalmente el criterio diagndstico f£inal para -

la identificacidn de cepas patdgenas de Staphylococcus. Es —-

Erecuentemente usada como una indicacidén de virulencia o pa -

togenicidad.
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