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1. RESUMEN.-

En el presente trabajo se investigaroh 250 muestras
de exudado vaginal de mujeres que manifestaban secrecidn
vag'inal anormal o esta era descubierta durante el exdmen
ginecolégico, para la biisqueda especifica de Gardnerella
vaginalis, la cual fué aislada sola o en asociacidn con -
otros patdgenos en 30 muestras (12%) de las 250 pacien— —

tes,

Se compard la identificacidn de Gardnerella vaginalis

.por el método tradicional bioquimico y la susceptibilidad
a discos que contienen polianetol sulfonato sédico (SPS)
al 3%; encontrando que todos los aislamientos de -

Gardnerella vaginalis (30) fueron positivos a la inhibi-

cidén con SPS, mientras que sdlo el 73.3% (22 aislamien~ -
tos) fueron positivos a la identificacidn bioquimica de -

Gardnerella vaginalis.

El uso de discos con SPS acompafiado de la tincidn de
Gram es un excelente método para la identificacidn de -

Gardnerella vaginalis en muestras de exudados vaginales.




2. T'N.TRO DUCCION

2.1 ANATOMTA Y FISTOLOGIA DE LA VAGINA

La vagina es un &rgano que cumple las funciones de -
via para la salida del flujo menstrual, de recibir al pe-
ne durante el coito y de formar la parte inferior del con
ducto o canal del parto. Se trata de un conducte musculo-
so membranoso recubierto por mucosa de unos 10 ¢m de lon~
gitud. La vagina se sitlla entre la vejiga y el recto y -~
estd orientada en sentido postero superior, comunica en -
su extremo superior con el Gtero y la mucosa vaginal, En
la unidén de la vagina con el cuello uterino, se forma -
alrededor de &ste una bhdveda o fondo de saco de la vagi-
na. La mucosa vaginal consiste desde el punto de vista =~
histoldgico, en epitelio escamoso estratificado y tejido
conectivo dispuestos en un conjunto de pliegues transver—
sos (arrugas vaginales), que le confieren su enorme capa-
cidad de dilatacidn. La mucosa vaginal no presenta glan-—
dulas excepto las gldndulas de Bartholin y Skene locali-
zadas en el introito y cerca del orifi¢io uretral. La ta-
nica muscular estd compuesta por fibras de miisculo liso -
susceptibles de estiramiento ccnsiderable.(43, 50, 71)

La mucosa vaginal almacena grandes cantidades de glu
cogeno, cuyo desdoblamiento da origen a la presencia de =
Acidos orgdnicos. Estos @ltimos confieren al medio vagi-
nal un pH bajo que hace lenta la reproduccidn bacteriana,
pero también resulta dafiino para las espermatozoides. El

liquido seminal neutraliza la acidez de 1la vagina y con =
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La descarga vaginal normal presenta una mezcla de -
varios componentes principalmente: secreciones de las -
glandulas de Bartholin y Skene, transudacidn a través de
la pared vaginal, células epiteliales vaginales de desca-
‘macibén, moco cervical, fluido endometrial y leucocitos. -
(14, 43, 50)

La cantidad de secrecidn vaginal producida por una -
mujer en edad reproductiva estd entre 1-3g/24hrs. La de-
terminacién de la secrecidn vaginal se ha cuantificado =
por el uso de tampones intravaginples o por lavados vagi-
nales. La estimulacidon sexual incrementa la produccidn de
fleido vaginal como resultado de un ineremento en la vas-
cularidad y fendmeno de humedad de la vagina. El moco cer
vical contribuye de manera importante en la secrecibn va-
ginal. Consta principalmente de agua (90-95%), componen-—
tes de bajo peso molecular, tales como sales orgdnicas e
iflorgdnicas y compuestos de alto peso molecular tales co-
mo mucinas, proteinas y macromol&culas., La produccidn dia
ria de moco varia entre 20-600mg. (43, 50)

Las caracteristicas de la secrecidn normal de la va-
gina son: (44, 50, 70}

- color blanquecino mucaide

- cantidad minima o variable

~ consistencia flocular

~ pH menor a 4.5

- leucocitos escasos

- bacilos gram positivos (Lactobacillus)

~ células epiteliales de descamacidn

Los constituyentes organicos en mayor proporcion de

la secrecidn vaginal son: proteinas, carbohidratos, urea



y dcidos grasos. Las proteinas del fluido vaginal pro- -
vienen de la transudacidn de proteinas séricas y de pro=
teinas producidas en el cérvix y en el tracto genital su-
perior, principalmente son albiimina, inmunoglobulinas y -
aminodcidos. Todas las proteinas presentes en el fluido -
vaginal son también encontradas en el moco cervical., Las
inmunoglobulinas probablemente provienen del moco cervi-
cal pero es posible que la vagina por siI misma presente —
una funcidn inmune. La biosintesis de Igd o IgG por teji-
dos vaginales de conejo han sido reportados y células -
plasmaticas han sido demostradas en la mucosa vaginal. -
(50)

Mezclas de dcidos orgdnicos de bajo peso molecular -
proporcionan un olor a la vagina dependicnte del vapor -
por la temperatura corporal y del pH vaginal. Estos dci~
dos son normalmente constituyentes fisioldgicos de los =~
fluidos vaginales y su investigacidn es posible utilizan-
do cromatografia de gas liquido. (12, 50)

La presencia de éstos dcidos proviene de los produc—
tos metab6licos de la flora bacteriana. Todas las mujeres
producen &cidos, principalmente acético y lactice, La pro
duccidn normalmente se incrementa durante la mitad del ci

clo menstrual y disminuye durante la fase lfitea. (43, 50)



2.1.1 Flora normal de la vagina

La flora vaginal se ve influenciada por varios fac-
tores tales como el glucdgeno almacenado en las células -
epiteliales, glucosa, pH, aporte hormonal, embarazo,trau=-
mas, coito, primer método de control, cirugia, antimicro-
bianos, DIUF cremas locales, anticonceptivos orales, etec.
(36, 50, 70)

Doderlein, en 1892, describid la predominancia de -
bacilos gram positives largos en la flora vaginal normal.
Desde entonces, las muestras de fluido vaginal se han cla
sificado en base a la presencia o ausencia de flora de -
Déderlein y presencia de ciertos cocos. Los bacilos de -
Doderlein comprenden un grupo heterogéneo de bacilos aci-
dofilicos gram positivos que generalmente se han referido
al género Lactobacillus. (14, 44, 50, 70)

Los Lactobacillus son los organismos predominantes -
en la flora vaginal normal, aunque otros estudios han de-
mostrado la presencia de organismos facultativos y anaerg

bicos obligados en varias concentraciones como: (44, 50)

Facultativos: Staphylococcus epidermidis

Especies de Lactobacillus
Streptococcus no hemoliticos
Difteroides

Anaerdbicos: Peptostreptococcus
Peptococcus

Especies de Bacteroides

* DIU: Dispositivo Intra Uterino



Existe una relacién inversa entre la concentracién =
de Lactobacillus y otras bacterias tales como: anaerébi-
cos, coliformes o enterococos. Algunas ‘de estas bacterias
son frecuentemente aisladas de infecciones del tracto ge-

nital tales como: Staphylococcus aureus, Streptococcus -

grupo B, Escherichia coli y Clostridium perfringes, -

Streptococcus apaerdbicos y Bacteroides fragilis en menor
proporcién. (10, 11, 44, 50, 69)

Estudios periédicos en mujerés han demostrado que -

las concentraciones de anaercbios se mantienen relativa-
mente constantes durante el periodo meﬁstrual, mientras -
que en el periodo premenstrual existe una disminucidn en
la concentracién de bacterias aerdbicas. Pdr otra parte,
se ha encontrado que la flora vaginal es muy similar en -
el canal cervical inferior y en la parte superior de la -
vagina. El canal cervical superior es estéril o contiene
muy pocos organismos. (44, 50)

Después de la menstruacidn, el gluecdgeno contenido -
en las células epiteliales vaginales se incremenka. El -
incremento en la produccidn de dcido léctico disminuye el
pH vaginal y éste microambiente Acido favorece el creci-
miento de Lactobacillus y otros organismos acidofilicos.
El bajo pH inhibe el crecimiento de otras bacterias poten
cialmente patdgenas. (43, 50) ’

Al igual que el aumento en el glucdgeno almacenado -
en las células epiteliales vaginales el aumento de Lacto-
bacillus es mds comiin en mujeres que utilizan anticoncep-
tivos orales. (50, 74)

Durante el embarazo la prevalencia de Lactobacillus
se incrementa y las bacterias anaerdbicas disminuyen, -

mientras que las enterobacterias, Streptococcus grupo B y



otras bacterias facultativas permanecen sin cambio. (44,-
50)

Los mecanismos por los cuales existen estos cambios
no son conocidos pero quizds influyan cambios en el pH -~
vaginal, almacenaje de glucégeno 'y vascularidad. (50, 74)

El incremento en Lactobacillus puede servir de pro-
teccidn al producto, en contra de organismos mds virulen-
tos al tiempo del nacimiento, Ademds de un incremento en
la prevalencia de anaerobios virulentos como Bacteroides
y anaerobios facultativos como Escherichia coli puedan =~
ocasionar infecciones puerperales. (44, 50)

Algunas mujeres presentan un ecosistema muy delicado
que en algunas temporadas, cambia el pH vaginal y esto es
suficiente para el establecimiento de organismos patdge-
nos. Tales pacientes comparten la infececidn con sus compa
neros después del coito. (50)

La flora vaginal en nifas recin nacidas y en ado~ =—
lescentes es en la mayoria de los casos colonizada por -
Lactobacillus., Esta bacteria presenta efectos antibacte~
rianos en la vagina observados por la reduccidn del pH -~
vaginal causada por la actividad metabdlica de éstas bac-
terias., (44, 50)



2.2 . VAGINITIS INESPECIFICA

Se determina Vaginitis Inespecifica, cuando en una -
descarga vaginal no se aislan Trichomonas vaginalis, -
Candida albicans y Neisseria gonorrhoese. (2, 6, 19, 69,
77)

Reportes realizados en 1955 por Gardner y Dukes des-
cribenbel aislamiento de bastones pequefios gram negativos,
inmoviles y pleomérficos en el 9235 de mujeres con Vagini-
tis Inespecifica. Esta bacteria eé ahora conocida como ~
Gardnerella vaginalis. (38, 42, 45)

En la actualidad la Vaginitis por Qardnerella vaginalis
es reconocida como Vaginosis Bacteriana, adoptdndose éste
término por la falta de inflamacidn y de leucocitosis que
hay en éste padecimiento. (20, 40, 69)

Sin embargo, en la mayoria de los casos Gardnerella
vaginalis se encuentra asociada con otros géneros anaero-

bios como Mobiluncus spp., Bacteroides spp., Peptostrep-

-

tococcus, los cuales en niimero adecuado podrian causar -
los sintomas de la Vaginitis Inespecifica, es decir, la -
inflamacidn y la presencia de leucocitos en el exdmen -
fresco. (11, 17, 27, 38, 49, 67)

2.2.1 Manifestaciones clinicas

Las pacientes infectadas con Gardnerella vaginalis -

presentan un incremento variable en la descarga vaginal,

la cual es blanquecina, homogénea, de consistencia cremo-
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sa y de olor desagradable especialmente detectado después
del coito. (19, 42)

El moco cervical, el cual es un indicador de infec=
cidn es caracteristicamente claro indicando la ausencia -
de alguna respuesta inflamatoria diferenciando &sta a la
cervicitis en donde existe un moco cervical purulento. La
descarga vaginal de pacientes con Vaginitis Inespecifica
cyando es diluida con solucidén salina y examinada al mi-=~
crogscopio muestra 3 aspectos caracteristicos: (1) Una flo
ra predominante de cocobacilos, (2) No hay exceso de leu-
cocitos polimorfonucleares y (3) La presencia de células
epiteliales vaginales cubiertas de cocobacilos gram nega~
tivos. (19)

La presencia de c&lulas "clue" es positiva en un 90%

a Gardnerella vapinalis en pacientes con Vaginitis Inespe

cifica pero no es un signo que indique 100% la infeccidn
por ésta bacteria ya que hay otros microorganismos que -
pueden adherirse a células epiteliales. (9, 14, 19, 38, -
45, 51)

El fluido vaginal en éstas pacientes presenta un -
olor a pescado resultado de la liberacidn de aminas vola-
tiles cuando el pH del fluido vaginal es elevado, esto -
puede ser detectado "in vitro" por la adicidén de hidrdxi-
do de potasio al 10% o "in vive" por la retencién del -~
semen el cual contiene una solucién bufferada que eleva -~
el pH de la vagina. (16, 19, 20, 31, 48, 68)

La putrescina y la cadaverina son las aminas presen-—
tes en mayor cantidad, y se ha encontrado que la produc-—
cidn de éstas aminas se ve incrementada cuando Gardnerella
vaginalis estd asociada con anaerobios, ya que al cultivar

una mezcla de la flora anaerdbica total presente en la -
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vagina en medios inoculados con fluido vaginal se detecta
la produccidn de estas aminas ademds de dcido gama amino
butirico (GABA) el cual es también encontrado en fluide

vaginal, pero no es producido por Gardnerella vaginalis -

sino por la flora anaerdbica mixta (Bacteroides spp., -
Peptostreptococcus anaerobius, Mobiluncus spp., etc.). =—
(9, 13, 16, 38, 67)

pll vaginal: El valor normal de pH de la secrecién -

vaginal es aproximadamente de 4.5 o menos. Un valor arri-
ba de 4.5 se observa enh alrededor del 90% de los casos de
mujeres con Yaginitis Inespecifica. (2, 9, 16, 38, 48, -
69)

El pH de la secrecién vaginal depende de la flora -
acidofilica predominante en la vagina normal constituida
generalmente por Lactobacillus. (16, 19)

El incremento del pH se presenta al aumentar la can-
tidad de bacterias patdgenas lo cual trae como resultado
una disminucién de Lactobacillus y por consiguiente un -
desequilibrio en el microambiente de la vagina. (16, 48)

Se ha encontrado que un pH Sptimo de desarrollo para
Gardnerella vaginalis varia de 6.0-6,5. (16, 19, 48)

2.2.2 Epidemiologia

Gardnerella vaginalis es raramente encontrada antes

de la pubertad, la prevalencia en mujeres con Vaginitis -
Inespecifica es alta, y se ve incrementada en mujeres con
mayor actividad sexual o promiscuidad. (19, 68, 78)

El papel que juega Gardnerella vaginalis en pacien-
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tes masculinos no es totalmente claro, se le ha asociado
con prostatitis y se ha encontrado en casos raros de in-—
feccifn en el tracto urinario en hombres. Se ha aislado -
también de sangre en pacientes con septicemia seguida de
prostatectomia. (9, 13, 19, 57, 76, 82)

Gardnerella vaginalis se ha aislado de la uyretra de

un 70-90% de casos en donde la mujer estaba infectada. La
colonizacidn de la uretra aparece como un estade asintomi
tico de la enfermedad. (2, 19, 35, 68, 79)

La infeccidn por Gardnerella vaginalis es menor en -

mujeres cuya pareja usa preservativo que en mujeres que -
toman pastillas anticonceptivas o emplean DIU, posiblemen
te se deba a cambios hormonales que afectan la flora va-—
ginal normal y favorecen el desarrollo de anaerobios (pas
tillas anticonceptivas) y a irritacidn mecdnica local -
(DIU), lo que incrementa el nidmero de leucocitos y aumen—
ta la secrecidn de moco elevando ligeramente el pH vagi-
ral, (1, 29, 37)

Se ha encontrado un alto indice de reinfecciones en
pacientes sin tratamiento. (16, 40)

La Vaginitis por Gardnerella es reconocida como una
enfermedad de transmision sexual. Esta bacteria es rara-
mente encontrada en nifias, en mujeres virgenes adultas y
en otras enfermedades transmitidas sexualmente es fre- -
cuentemente aislada. (1, 20, 68, 70, 76)

En Estados Unidos, la Vaginitis por Cardnerella -
vaginalis ocupa de un 10-15% en mujeres casadas con ocu-—
pacion de oficina, mis del 40% en mujeres solteras acti-
vas sexualmente y mis del 60%Z en ciertos grupos de muie-—

res tales como prostitutas, (20, 70)



3. GENERALIDADES

3l GENERO GARDNERELLA

La Vaginitis Inespecifica fué reconoccida por primera
vez en 1955 por Gardner y Dukes quienes propusieron el -

nombre de Haemophilus vaginalis al agente causal de ésta

enfermedad. El nombre fué ampliamente aceptado hasta que,
en 1961, Lapage demostrdé que no requeria de los factores

X y V para su crecimiento, por lo que fué reclasificado =
en el génerc Corynebacterium llamindolo Corynebacterium -
vaginale, ya que éste microorganismo se tefiia como gram -
positivo y se agrupaba en forma de letras chinas, caracte
risticas de Corynebacterium. Esta reclasificacidn se basd
también en algunas caracteristicas bioquimicas y de cre-

cimiento, sin embarge, estudios taxondmicos mds definiti-
vos sobre la composicidén de dcidos grasos, la hibridacidn
de DNA, comparando los géneros Haemophilus y Corynebacterium
sugirieron que el microorganismo no correspondia a ningu-
no de éstos géneros por lo que fué transferido a un nueve

género llamado Gardnerella vaginalis como tribute a las -

observaciones iniciales de Gardner. (20, 22, 24, 36, 70)
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3.2 - MORFOLOGIA

Gardnerella vaginalis es un cocobacilo gram variable

con tamafio de 0.4 por 1—1.5)4mr no-esporulado, no presen-
ta cdpsula ni flagelo., En un estudio por microscopia elegc
tréonica con tincidn negativa, se encontrdé que algunos de
éstos microorganismos presentan pilis. Gardnerella -
vaginalis se agrupa sola o en pares y algunas veces en -
empalizadas, con un arreglo parecido a Corynebacterium. -
(22, 25, 59, 70)

Gardnerella vaginalis tiene una pared celular muy ~

delgada con caracteristicas gram negativas de tincidn, es
aparentemente laminar. No muestra una membrana externa. —
Por otro lado, extractos de pared celular examinados por
métodos especificos para lipopolisaciridos dieron reac— -
cidn negativa para la endotoxina en el ensayo de lisado -
de amebocitos de Limulus, Sin embargo, en extracciones -~
con fenol acuoso y caler utilizando material preparado de
la pared celular con el fin de separar lipopolisacdridos
o sustancias parecidas, se obtuvieron resultados positi-
vos en dicho ensayo, pero s6lo a muy altas concentracio~
nes. (59, 70)

Estudios ultraestructurales y de composicidn quimica
muestran que ésta bacteria es inequivocadamente gram posi
tiva. La naturaleza de la pared celular de Gardnerella
vapinalis ha sido muy discutida. Generalmente llega a te-—
fiirse de gram positivo quizds por la formacidén de un sep-
to durante la divisidn celular que permite la retencidn -
del cristal violeta. (59)
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El patrén de sengibilidad a antibidticos de -

Gardnerella vapinalis también se parece'al de las bacte-

rias gram positivas. Microscopia electrdnica de transmi~
sion de secciones de la pared celular muestran que es del
gada y en algunos casos laminar y su estructura ha sido -
reportada por varios investigadores como tipicamente gram
positiva trilaminar. (59, 70)

Andlisis de la composicién de la pared celular de -~

Gardnerella vaginalis revela que solo el 20% del total =~

del peso de la pared celular es péptido glican, lo cual -~
es quizad bajo para un organismo gram positivo, También -~
se encontraron aminodcidos incluyendo lisina pero na -
diaminopimelato presente en el péptido glicdn, Por ésto,

algunos describen a é€ste organismo como una bacteria gram
negativa. El Acido ribitol teicoico fué reportado ausente

en la pared celular de Gardnerella vaginalis pero éste no

estd siempre presente en la pared celular de gram positi-
vos. No se encontrd heptosa en la pared celular de -

Gardnerella vaginalis. (59)

3.3 PATOGENICIDAD

La patogenicidad de un agente infeccioso es una medi
da que define la posibilidad de que un microorganismo -
cause una infeccidn clinica cuando esté presente. La -
enfermedad puede ser aparente o inaparente para el pacien

te. La infeccidn vaginal asociada con QCardnerella vaginalis

es superficial y no caracterizada por invasidon de tejido.
(42, 70)
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Por muchos afios, ginecdlogos consideraron a -

Gardnerella vaginalis como un organismo con baja virulen=-

cia y patogenicidad y algunos sugirieron que forma parte

de la flora vaginal normal, Sin embargo, Gardner encontrd
que este organismo es responsable de sintomas de irrita-

cioén vaginal leve en 90% de casos de Vaginitis previamen=-
te clasificadas como ho especificas. (21, 45, 72, 76)

El hallazgo de que Gardnerella vaginalis pueda ser -

aislada en la flora vaginal de mujeres aparentemente -
sanas tiene gran dificultad en su interpretacidén, se -
piensa que esta bacteria por si sola no puede causar la -
infeccidn sintomdtica, pero en presencia de anaerobios -
puede ocasionar una descarga vaginal de olor desagradable.
Otra explicacién es la existencia de biotipos no patdge-
nos de Gardnerella vaginalis encontrados en pacientes -
asintomdticas. (2, 5, 19, 30, 35, 62, 70)

En la actualidad se considera a Gardnerella vaginalis —

como un patdgeno vaginal debido a que:

~ Es el organismo predominante en la vagina de pa- -
cientes con Vaginitis Inespecifica,

- Es la finica bacteria aislada constantemente en va-
ginas de estas pacientes.

- Es raramente aiglada de pacientes que no presentan
la infeccidén clinica. )

- Puede reinfectar la vagina o transmitirse a la pa-
reja sexual.

~ La enfermedad cldsica se desarrolla cuando mujeres

sanas son inoculadas con material de una vagina infectada.
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Gardnerella vaginalis es capaz de atacar cé&lulas -

epiteliales tanto "in vivo"” como "in vitro" originando -
las células "clue" caracteristicas de una Vaginosis Bactge
riana. (11, 45, 60, 62, 74)

El mecanismo de adhesidn de Gardnerella vaginalis a

las células epiteliales de descamacidn es a través de pro
teinas llamadas adhesinas que son termoldbiles y son afec
tadas por la luz ultravioleta. Varias investigaciones de
cepas de &sta bacteria mostraron que Gardnerella yaginalis -
presenta un mayor grado de adhesidn a células epiteliales
que las bacterias presentes en la flora vaginal normal. =
Este es un factor muy importante en la colonizacidn de -
las superficies de membranas mucosas para ocasionar la -
infeccidn. (11, 60, 61, 62, 76)

La existencia de pilis sobre las cepas de Gardnerella
vaginalis estd relacionada con la adherencia a c&lulas -
epiteliales vaginales y juegan un papel muy importante en
la patogenicidad de la Vaginosis Bacteriana. (8, 32, 60,
70)

Gardnerella vaginalis es también ocasionalmente -

aislada de la uretra en hombres sanos. Recientemente se =
ha sugerido que esta bacteria es el posible agente etiolg
gico de infecciones severas como endometritis, cistitis,
amnionitis, septicemia neonatal y meningitis. Sin embargo
los componentes de patogenicidad de G.vaginalis no estén
completamente caracterizados, a excepcién de su habilidad
para adherirse a las células epiteliales. (9, 13, 23, 33,
46, 57, 76, B2)

Estudios recientes "in vitro" sobre la capacidad de
Gardnerella vaginalis para producir zonas de beta hemdli=~

sis alrededor de las colonias sobre placas de agar que =~



contienen sangre humana han demostrado que &sta bacteria
produce y libera al medio una proteina con actividad citg
litica hacia eritrocitos y células nucleadas tales como -~
células endoteliales y neutrdfileos. (52, 58, 64)

Esta citolisina tiene un pese molecular de 61-63 -
KDa, .es 1dbil al calor y es inactivada por proteasas ta-
les como tripsina y alfa quimotripsina y agentes reduc- -
tores como mercaptoetanol y ditiotreitol, lo que sugiere
que los enlaces Jdisulfuro pueden ser relevantes para la -
funcidn de la molécula. Esta toxina muestra una marcada -
especificidad para eritrocitos humanos ya que eritrocitos
de caballo, conejo, oveja y cobayo fueron resistentes a -
esta citolisina aidn a concentraciones 100 veces mayor que

las que causaban efecto sobre eritrocitos humanos. (58)

3.4 NUTRICION Y CRECIMIENTO

Gardnerellys vaginalis es una bacteria fastidiosa en

cuanto a requerimientos para su crecimiento. (53, 70, 76)

Para su crecimiento, Gardnerella vapinalis requiere

de nitrégeno, vitaminas, bases piliricas y pirimidicas y -
vitaminas del grupo B como son: tiamina, riboflavina, -
dcido nicotinico, Acido biotinico y una o mids bases de -
dcidos nucleicos. (53, 70)

Gardnerella vaginalis no necesita para su crecimien~

to de la hemina (factor X) y tampoco de la nicotinamida -
adenina dinucledtido: NAD (factor V), sin embargo se ha -
encontrado que un factor en las células rojas es necesa-

rio para su crecimiento. (20, 24, 70, 73)
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Para un eficiente aislamiento de Gardnerella vaginalis

de muestras clinicas es necesario usar un medio rico como el agar -

Columbia o agar Casman suplementado con 5% de sangre hu-

mana, de conejo o de caballo,
mentable como el almidén o la

72)

y c¢on un carbohidrato fer-

dextrosa. (6, 13, 41, 70, =

Entre otros medios para el aislamiento de Gardnerella

vaginalis se encuentra el agar
agar almiddén, agar chocolate,
(25, 53,

Gardnerella vaginalis es

tin nalidixico, etc.

miento lento en una atmdsfera

organismo desarrolla colonias

deadas de una pequeiia zona difusa de beta hemdlisis,

peptona-almidon destrosa, =
agar Columbia-3cido colis-
66 72)

un microorganismo de creci-
de 5-7% de CO. .

pequeifias puntiformes,

Este micro
ro- -

las

cuales miden de 0.4 a 0.5 mm de didmetro, circulares, -

simétricas, convexas y grisiceas después de 24 a 48 horas

de incubacidn a 37°C.

(12, 25,

56, 64, 70)



3.5

3.5.1

Gardnerella vaginalis son cocobacilos inméviles,

20

DIAGNOSTICO DE LABORATORIO

Identificacién por pruebas biogquimicas

teristicas

Prueb

bioquimicas: (5, 25, 29,

a bioquimica

Catalasa

Oxidasa

Indol

Ureasa

Produccidon de H.S

Ornitina descarboxilasa

Yoges Proskauer

Rojo de metilo

Hidrélisis del hipurato

Hidrolisis del almidén

Produccidn de acido de:
glucosa
dextrosa
maltosa
ribosa
almidén

lactosa

70,

73)

Resultado

(+)
+)
(+)
(+)
(+)
(d)

gram variable negativo, que presenta las siguientes caragc
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3.5.2 Identificacién por discas con

polianeto]l sulfonato sédice

El polianetol sulfonato de sodic (SPS) es un anti- -
coagulante que es ahadideo de rutina a la mayoria de los -
medios de hemocultive comerciales para evitar la coagula-
cidén de la muestra de sangre, para inhibir la fagocitosis
y el complemento; precipita lipoproteinas, fibrindgeno, -
C3, Ca, e inmunoglobulinas G. Inactiva aminoglucésidos y
polimixinas. (34, 37, 55, 81)

Recientemente se encontrd que Gardnerella vaginalis

es inhibida por el polianetol sulfonato sddico en medics
de cultivo suplementados con sangre, lo cual podria con-
siderarse como un método presuntivo para la identifica~ =
cién de &sta bacteria. (34, 55, 56)

La prueba consiste en impregnar discos de papel fil-
tro de 6 mm de didmetro con 25 jl de solucidn de poliane
tol sulfonato sddico al 5% y colocarlos sobre una placa -
de agar Brucella previamente sembrada con las colonias -

aisladas sospechosas de Gardnerella vapinalis e incubar -

a 37°C por 24 a 48 horas en una atmdésfera con 5% de COi.-
(34, S8)

Una prueba positiva requiere de una zona de inhibi-

cidén mayor o igual a 12 mm de didmetro. (34, 56, 80)
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3.6 TRATAMIENTO Y CONTROL

En la actualidad el agente mids eficaz contra la -
Yaginosis Bacteriana es el metronidazol, que es activo -
contra Gardnerella vaginalis y anaerobios en la mayoria =
de los casos, (4, 6, 42)

La dosis ideal y la duracion del tratamiento ha sido

myy discutida. Se recomienda tratar la Vaginosis con
500 mg de metronidazol, ingeridos dos veces al dia duran-
te siete dias normalizando la flofa vaginal normal cons-
tituida principalmente por Lactobacillus spp. (3, 4, 15,
18, 26, 28, 31, 40, 47, 75)

El metronidazol se conoce como una droga indeseable.
Se sabe que es carcindgeno en ratas y ratones y mutageno
en las bacterias, por lo tanto, no debe administrarse -
durante el embarazo ni para las infecciones asintomdticas;
ademds, el metronidazol ocasiona trastornos en el Sistema
Nervioso Central, alteraciones sanguineas y reacciones sg
cundarias como vémitos, gastritis y nduseas. (39)

Como otra posibilidad, se incluyen otros antibigti~
cos como la penicilina G, ampicilina y eritromicina en -~
dosis oral de 500 mg, cuatro veces al dia durante siete -
dias, pero son menos eficaces en situaciones clinicas,
aunque constituyen upna opeidn terapéutica para personas =
en quienes estd contraindicado el metronidazol. (19, 25,
54, 65)

La baja efectividad de estos antibidticos en el tra-
tamiento de la Vaginosis asociada con Gardnerella vaginalis,

podria explicarse por una posible degradacidn de la peni~

cilina y una resistencia por un sinergismo entre los
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microorganismos asociados con éste sindrome. E1 pH vagi-
nal interfiere aparentemente con la actividad de produc—
tos como la eritromicina; y las cefalosporinas presentan

una accidén muy baja contra la Gardnerella vaginalis lo =

mismo que las sulfonamidas "in vitre". (39)

Una terapia efectiva en la Vaginosis Bacteriana debe
consistir en la eleccidn de una droga que actiie contra =
Gardnerella y ademds contra bacterias anaerdbicas que se
encuentren en Sinergismo con ésta. (39, 47)

Se recomienda un tratamiento de rutina a los compafig
ros sexuales de las pacientes con ésta enfermedad ya que
es una enfermedad transmitida sexualmente. El microorga-
nismo se ha identificado en el 96% de compafieros de muje-
res con la enfermedad clinica. En parejas de mujeres que
usaban el conddn la enfermedad no se presentd. (1, 39, -
42, 76)
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[ OBJETIVOS

1. Comparar el método tradicional bioquimico y el -
uso de discos con polianetol sulfonato sédico (SP3) para

el aislamiento de Gardnerella vaginalis a partir de exu-

dados vaginales.

2, Comprobar la sensibilidad de Gardnerells -
vaginalis a discos con SPS al 5% sobre agar Brucella.

3., Determinar la incidencia de Gardnerella vaginalis =

en muestras de exudado vaginal en la Clinica de Medicina
Familiar Tlalnepantla ISSSTE.

4. Asociar a CGardnerella vaginalis con la Vaginitis

Inespecifica en exudados vaginales tomados en la Clinica
de Medicina Familiar Tlalnepantla ISSSTE.
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5. 'METODOLOGIA

Para este estudio se tomaron 250 muestras de exudado
vaginal de mujeres que acudian de Agosto de 1991 a Enero
de 1992 a consulta de control de la natalidad y/o gineco-
logia en la Clinica de Medicina Familiar Tlalnepantla -
ISSSTE, que manifestaban secrecidn vaginal anormal o esta
era descubierta durante el exidmen ginecoldgico. La mues-
tra fue tomada del endocervix y fondo de saco vaginal.

Al momento de la toma de las muestras se pidid a -

cada paciente que contestara el siguiente cuestionario:

Datos anamnésicos:
Nombre de la paciente:
Edad: . Estado civil:
Actividad sexual:
" Medio de control:

Tratamiento actual:

Se hicieron las siguientes cobservaciones de las pa-

cientes que presentaban secrecidn:

Flujo: Escaso ( ) Moderado ( ) Abundante ( )
Olor:
Color:

Consistencia:
Inflamacidn:
Ulceraciédn:

Prurito:

Otras:
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Y posteiiormente se inicid el diagndstico de cada =~

paciente de la siguiente manera:

5.1 Procesamiento de la muestra

Para la toma de muestra de exudado vaginal se utili=
z6 el espejo vaginal y 3 hisopos; uno de ellos se -
introdujo en solucidén salina fisiolsgica al 0.85%, -
se realizd la gota suspendida y se determind el pH;
con otro hisopo se colocd un poco de la secrecidn sg
bre un portaohjetos para realizar la prueba de ami-
nas (KOH) y en un segundo portaobjetos se hizo un =~
frotis directo de la misma para observar la presen—
cia de células "clue" por medio de la tincién de -
Gram; un Gltimo hisopo se introdujo en calde BHI y -
posteriormente se sembrd en los siguientes medios: -
agar Biggy, agar Casman o agar Columbia adicionado -
con 5% de sangre humana, agar Chocolate, agar de -
Eosina y Azul de Metileno o agar MacConkey, agar de
Sal y Manitol y agar Sangre. Se incubdé a 37°C/24 ho=-
ras, a excepcidn del agar Chocolate y agar Casman =~
que se incubaron con una atmdésfera al 5% de COa a -
37°C/24 a 48 horas.

Una vez que se desarrolld el crecimiento bacteriano
se procedidé a la identificacidn por pruebas bioqui-
micas primarias: catalasa, oxidasa, gram, motilidad

y Oxidacién-Fermentacidn.
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3. Se realizé la identificacidn de los microorganismos
que requieren pruebas bioquimicas secundarias y a -
todos los microerganismos aislados la prueba de -
susceptibilidad a discos conr polianetol sulfonato =
sédico al 5%.

4, Se identificd especificamente a Gardnerella vaginalis
y se realizd la prueba de sensibilidad a antimicrobianos en -
agar Mueller~Hinton adicionado con 5% de sangre hu-—
mana y polienriquecimiento para microorganismos -

exigentes,




HETODO ¥ PROCESAMIENTO DE LA HUESTRA

Tona de muestra (exudado vaginal)

Tubo con 55F Frotis directo Tubo con caldo BT
(gram)
gota i prueha do Sembrar en:
suspendida P on
ar de Sal y Manitol
Agar Biggy
dgar BB
Agar Sangre
Agar Chacolate
Agar Casnan o Colunbia
adicionado con 3%
de sangre humana,
Tncobar 37°0/% hrs, atn
0
Tncubar 37°¢/ A/
Pruebas bloginicas gmm——"24~48 hrs.
i s prinarias: catalasa,
Ientificacin de Cardnerella vepinalis —— otidass, gran, O,
motilided \

Prusha de susceptibilidad Matode tradicional: ldentificacién de otros microorganisnos

adiscos con SPSal 5% Proebas bioquinicas por pryebas bioguinicas secundaries,

sobre agar Brucella. secundarias:

181, Citratos, Urea,
VP, ST, M0, ]
tosa, Dextrosa, Saca

Antibiograma 1083, Ribosa, Antibiograna
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5.2 Técnica de Identificacidn por discos

con polianetol sulfonato sédice

Preparacidn de :1a solucidn de SPS al 5%,

- -E1l ‘polianetol sulfonato sddico (SIGMA) se disuel
ve en agua destilada para obtener una solucién al 5%,-
la cual es esterilizada por filtracidén. Esta solucidn
es estable por mds de 2 meses en refrigeracidn., (34, -
56)

Preparacidn de los discos con SPS,

25 ﬂd de la solucion de 5PS al 5% son inoculados
en condiciones de esterilidad a cada uno de los discos
de papel filtro de 6 mm de diametro y son guardados en
un frasco estéril. Los discos con SPS son estables por
6 meses cuando son almacenados a temperatura ambiente.
(56, 80)

Prueba de susceptibilidad a discos con SPS.

Se coloca un disco con SPS sobre la superficie ~
de una placa de agar Brucella con 5% de sangre humana
previamente inoculada con una asada de la bacteria a —
probar y se incuba de 24 a 48 horas a 37°C con una -
atmésfera al 5% de CO: para bacterias anaerdbicas.

Una prueba positiva requiere una zona de inhibi-

cidn mayor o igual a 12 mm de didmetro.
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6. RESULTADOS

El niimero de pacientes estudiadas fué de 250 mujeres
pertenecientes al medio socioeconémico medio y bajo, a -
las cuales se les tomd la muestra de secrecidn vaginal -
del endocérvix y fondo de saco vaginal para la bisqueda -~

especifica de Gardnerella vaginalis.

Gardnerella vaginalis se identificé por medio de:

- frotis directo (observacidn de células pista)

- prueba de aminas (XOH al 10%) a partir de la -
secrecidn.

~ cultivo para la observacidn de la morfologia -
colonial y la identificacidn biloquimica.

~ susceptibilidad a discos con polianetol sulfo-~
nato sddico (SPS) al 5%.

A partir de las 250 muestras investigadas se obtu- =~
vieron los siguientes resultados (en orden decreciente):
Staphylococcus epidermidis se aisld en 67 muestras -

que corresponden al 26.8%; 57 aislamientos (22.8%) que -
corresponden al grupo de las Enterobacterias; Gardnerella
vaginalis con 30 aislamientos que corresponden al 123; -~
28 aislamientos (11.2%) correspondieron a Candida albicans;
Streptococcus alfa hemolitico se aisld en un 3.6% (9 ais-—
lamientos); Corynebacterium spp. en un 2.4% (6 aislamien-

tos); Staphylococcus aureus con 4 aislamientos (1.6%): ~

Trichamonas vaginalis con 3 aislamientos (1.2%) y -

Peptostreptococcus anaerobius en un 0.4% (1 aislamiento),




En 51 aislamientos (20.4%) se encontré Desarrollo de Flo-
ra Bacteriana Normal (Lactobacillus. spp. y Streptococcus
gama hemolitico) y en 3 aislamientos (1.2%) no hubo De- -
sarrollo Bacteriano a las 48 horas de incubacidn. -
(Tabla I) -

Se hizo un andlisis estadistico (X*) de &stos resul-
tados y se encontrd que Gardnerella vaginalis, ocupa uno

de los primeros lugares en incidencia junto con Escherichia coli y -

Candida aglbicans, no encontrdndose diferencias significa-

tivas entre el niimero de aislamientos de éstos microorga-
nismos.

En este estudio se pudo observar la presencia de 2 -
patdgenos en una misma paciente, como es el caso de Candida -
albicans que se aisld en asociacidn con Escherichia coli y

con Staphylococcus aureus. Por otra parte, Gardnerella -

vaginalis se aisld junto con Escherichia coli y con -

Trichomonas vaginalis. Dichas asociaciones pueden obser-

varse en la Tabla II,

Las caracteristicas del flujo vaginal y el cuadro -
clinico originado por 1los principales microorganismos -
aislados, se muestran en la Tabla III; en donde se obser-—
va que diferentes microorganismos provocan un flujo con -
caracteristicas semejantes; en todos los casos existid -
inflamacidn y sdélo pacientes con Candida albicans presen-
taron prurito.

A todas las muestras se les midid el pH, y se hizo -
la prueba de aminas (KOH al 10%Z); ademis en el exdmen -
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fresco de la secrecidn se determind la presencia de leucg
citos y en el frotis directo con la tincidn de Gram se -
observd si existian células "clue" y Lactobacillus. La -
Tabla IV muestra los resultados ohtenidos en las pruebas
anteriores para los microorganismos de mayor importancia

en este estudio,

Al tomar en cuenta la edad de las pacientes con -
Gardnerella vaginalis, se encontrd que el mayor porcenta-

je de aislamientos de ésta bacteria se did entre log 21 y

40 aiios de edad, lo cual se indica en la Tabla V.

La correlacidn entre la presencia de células "clue"
y la prueba de aminas para la posible identificacidn de -
Gardnerella vaginalis se muestra en la Tabla VI,

La prueba de sensibilidad a discos con SP§ se reali-
26 a todos los microorganismos aislados encontrdndose que

solo Gardnerella vaginalis y Peptostreptococcus anaercbius

resultaron sensibles al SPS lo cual estd reportado en otros estu- =
dios, (34, 56, 80, 81) (Tabla VII)

En la Tabla VIII se muestra que la mayoria de los -

cultivos de Gardnerella vaginalis sobre agar Casman con -

5% de sangre humana presentan hemdlisis beta, lo cual no

se observd en ninguno de los microorganismos aislados.

Las mujeres que presentaron Gardnerella vaginalis se

agruparon por el método de control para determinar si -
existe alguna relacidn entre el aislamiento de ésta bac-
teria ¢on el método de control utilizado. (Tabla IX)



Tabla: I. Microorganismos aislados de 250 muestras

de exudado vaginal.

NO. DE PORCENTAJE

MICROORGANISMOS ATSLAMIENTOS %)
Staphylococcus epidermidis 67 26.8
Escherichia coli 32 12.8
Gardnerella vaginalis 30 12.0
Candida albicans 28 11.2
Streptococcus alfa hemolitico 9 3.6
Klebsiella edwardsii 8 3.2
Corynebacterium spp. 6 2.4
Klebsiella ozaenae 4 1.6
Staphylococcus aureus 4 1.6
Enterobacter aerogenes 3 1.2
Klebsiella aerogenes 3 1.2
Proteus vulgaris 3 1.2
Trichomonas vaginalis 3 1.2
Proteus stuartii 2 0.8
Klebsiella atlantae 1 0.4
Klebsiella oxytoca 1 0.4
Peptestreptococcus anaerobius 1 0.4
Desarrollo de Flora Bacte-
riana Normal (DFBN) 51 20.4
No hubo desarrollo bacteriano 3 1.2

Nota: Es mayor del 100 2 debido a la asociacidn de
mds de un patdgenoc en una misma paciente.
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67/26.8 Grafica No, I Porcentaje de microorganismos aislados
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2. Escherichia coli 8. Klebsiella ozaenae 14, Proteus stuartii
3, Gardnerella vaginalis 9, Staphylocorcus aureus 15, Kebsiella atlantae
4, Candida albicans 10, Enterobacter aerogenes 16, Klebsiella oxytoca
5. Streptococcus %-hemolitico 11, Klebsiella acrogenes 17, Peptostregtococcus anaerobivs
0, flebsiella edvardsii 12, Protens vulparis 18, Desarrollo de Flora Bact, Normal
1

9, No hubo desarrollo bacteriano
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Andlisis estadistico para determinar el lugar que -~

ocupd Gardnerella vaginalis en frecuencia de patﬁgénos en

este estudio. [ji cuadrada (x)]

: _ o (0i - Ei)’
x EL

Comparacidn entre Escherichia coli, Candida albicang

y Gardnerella vaginalis.

Ho: No hay diferencias significativas entre el niime-
ro de aislamientos de &stos microorganismeos.

Hi: Si hay diferencias significativas entre el niime-
ro de aislamientos de @stos microorganismos.

Microorganismo Frecuencia observada Frecuencia esperada
(0i) (E1)

Escherichia coli 32 30

G. vaginalis 30 30

C. albicans 28 30

o . 01 -Ei)?
Ei
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Xc

» o (32 - 30)° | (30-30)° , (28-30)°
30 30 30

xe = 0.2666

Nimero de mic¢roorganismos {(n) = 3

gl ='n ~-'1
=3 -1
= 2

De tablas:

o« = 0.95
5.991

El velor de x’ calculado (x:) indica que no hay dife
rencias significativas entre el aislamiento de éstos mi-

croorganismos.,



Tabla II. Asaciacifn de Patégenos

o | porcanta
Patdgeno Mas de o (2)31
casos
Candida albicans Escherichia coli 3 ?
Staphylococeus aurens l 0.4
Gardnerella vaginalis Escherichia coli 1 0.4
Trichomonas vaginalis 2 0.8‘




Tabla III, Caracteristicas flsicas del flujo vaginal y el cuadro clinico

originada por los principales microorganismos aisladeg en - -

este estudio,

Nicroorganismo Flujo | Olor | Coler COHSI?- I"f}?- Prurito
tencia|nacion
Candida albicans o ™. [blanco mucoide) +
_— fetido gTunaso
, no .
Enterobacterias Yod ... |blanco {mucoide| + -
fétido
Gardnarella vaginalis Abu {fetido |blanco homapéneo| + -
3taphylococcus epidermidis| Mod n?étidn blanco |mucoide] + -
Trichononas vaginalis Aby |fétido [verdoso |espumoss| + -
Desarrolle de Flora o .
Bacteriana Normal Hod fétido blanco | gruraso  +

Nod: Hoderado
Abu: Abundante




Tabla IV, Ceracteristicas encontradas en el exdnen fresco y tineidn

de Gran de los exudados vaginales y su posible relacién -

con los patigenos més frecuentes,

Hicroorganismo oh Pruel')a de Lgucn- Eélulﬁs La;to-
aminas | citos | 'clue” |bacillus
Candida albicans 4,5°3.,0 |Negativa | 0-10 - +
Enterobacterias 5.5-6.5 [Negativa | 10-15 - +
Gardnerella vaginalis 6.0-6.5 [Positiva [ escasos + fprZE:entaq
Staphylococcus epidermidis |5.0-6.0 |Negativa | 10-12 - +
Trichononas vaginalis 6.0-6,5 [Positiva [Inontabled - | P°°
fracuentes
53 | w6 ||




Tabla . V. Distribucidn por edades de

pacientes con Gardnerella

vaginalis en muestras de -

exudado vaginal.

Edad Nimero de Porcentaje
en aifios pacientes z
10-20 1 3.33
21-30 10 33.33
31~-40 10 33.33
41-50 7 23.33
51-60 2 6.66
Total 30 100.00
Observar Grdfica No. 2
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Tabla VI, Correlacién entre la presencia de células "clue” y los

resultados de la prueba de aminas (KOH) en 30 aisla~ -

nientos de Gardnerella vapinalis de muestras de exvda-

do vaginal.

Presencia de Pr:;?:as te Ausencia de Pr:;::asde
I3 " Ul - [} 1)
CBlulas "clue psitiva Cflulas “clue segitive
Numiggosde 18/30 %/ 12/30 6/%
Prueba de
aninag 16/30 -130 8/30 130
positiva
Prueba de
aminag pIl) -0 430 -3
negativa

Observar Grifica Mo, 3




de caosos de Gardnerella vapinalis

Niimero

Grafica No, 3 Correlacin entre la presencia de células
"clue" v la prueha de aminas en 30 aisla~
nientos de G,vaginalls de muestras de -
exvdado vaginal,
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1, Presencia de células "clue” y prueba de aninas positiva
2, Presencia de células "cloe” y prueba de aminas negativa
3, husencia de células "elue” y prueba de aninas positive
4. Musencia de células "clue” y prueha de aninas negativa



Tabla VII. Didmetro de inhibicién
de Gardnerella vaginalis
con discos SPS.

Invibicitn co Niner e
16 6
17 10
18 10
19 3
21 1

Observar Figura No. 1




-

:
&
P
i
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Fig., 1 Halos de inhibicidn encontrados
en la prueba de susceptibilidad a discos
con SPS.



Tabla VIII, Comparacién entre la identificacisn bloquinica v

la identificacidn por discos con polianetol := -
sulfonato sédico (SPS),

Nimero de muestras nimero de Tdentifica~ dentifica- 7
250 aislanientos cifn, bioqui~ ¢i6n con SPS
mica

Corynebacterium spp 6 Ly 6 100 0 0
Enterobacterjas 5 a8 9 100 0 0
Gardnerella vaginalis kil Iy 2 JA I 100
Peptost reptacoceus anaerobius 1 0.4 1 100 1 100
Staphylococcus aureus 4 1LE 4 100 0 0
Staphylococeus epidernidis 6f 8 o 100 0 0
Streptococcus alfa hemolitico 9 189 100 0 0
No hubo desarrotlo bacterian 3 Ly 0 0 0 0
Desarrollo de Flora 51 a5 10 0 0

Bacteriana Nornal

Nota: La identificacidn por discos con polianetol sulfanato sidico es positiva para
Gardnerells vaginalis v Peptostreptococcus anaerabius,




Fig. 2 Inhibicidn de Gardnerella

vaginalis por discos con SPS al 5%.



Bioquimica de Cardnerella




Libilidad
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negat iva
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Tabla I¥. Correlacién entre la inhibieibn por discos con polianetol sulfonato

sédico ($PS) y la produccién de hendlisis beta para la identifica-

citn de Gardnerella vaginalis,

L
Vimero de muestras
250

Inhibicidn por
discos con SPS

Hemblisis beta
sobre agar.Casman
¥ agar Brucella

(>12 o) con 5% de sangre, i

humana L

Coryuebacteriun spp. 0 0 ‘0,’3
Enterobacterias 0 0 0

Gardnerella vaginalis 0 5 8.3
Peptostreptococcus anaerabiug 1 o0 0
Staphylococeus aureus 0 0 0
Staphyloceccus epidernidis 0 0 0
Streptococeus alfa hemo)itico ‘ 0 0 0
Desarr;ii:eiiagiOQZrmal 0 0 0




Fig. 5 Inhibicidn por discos con SPS
y produccidn de beta hemdlisis positiva
sobre agar Brucella suplementado con 5%
de sangre humana.



“Tabla X, Porcentaje e Gardnerella vaginalis

aisledas de 30 nujeres, agrupadas

par el nétodo de control,

Wetodo de Control [ \Nimero de casos Por;;t)ltaje
Salpingaclasia 8 2.6
] 8 5.6
Sin nétodo b 0.0
llornonales orales 3 10.0
Apoyo {condén) 1 6.6
Ritme 1 3.3
H. inyectables 1 13
{vulos-presarvativos ! 1.3
Total ki 100,0

Observar Crafica No. 4




de pacicntes (total 30 mudcres)

Niamero

Grafica fo, 4 Porcentaje de Gardnerella vaginalis aisladas de

30 mujeres, agrupadas por el nétodo de control,
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1. Salpingoclasia §, Ritmo Yétodo de control
2, I 7, Hormonales inyectables
1, Sin nétodo 8, Ovulos-preservativos
4, Harmonales orales
5, Apoyo (conddn)
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SENSIBILIDAD A ANTIMICROBIANOS

Se realizé la prueba de sensibilidad a antimicrobia-
nos a todas las muestras en las que se aisld un patdgeno,

especificamente se estudid Gardnerella vaginalis a la -

cual fué practicada esta prueba, obteniéndose la siguien—
te lectura de los halos de inhibicién:

Antibidticos -

= . Nimero de

probados X(mm) . Interpretacién aislamientos

Cloramfenicol 23 Sensible’ 28/30
Ampicilina 18 Sensible 27/30
Sulfametoxazol
~trimetoprim 16 Sensible 10/30
Gentamicina 18 Sensible 20/30
Penicilina 14 * Sensible 21/30
Estreptomicina 15 Intermedio 24/30
Eritromicina 17 Intermedio 26/30
Cefotaxima 14 Resistente 10/30
Cefalotina 15 Intermedio 22/30
Tetraciclina 19 Sensible 26/30

X (mm) = Media aritmética del diimetro de los halos de
inhibicién.
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El halo de inhibicién se midié determinando el did- =
metro alrededor del disco en el cual no existié desarraollo

bacteriano,

Los resultados de las pruebas de sensibilidad a mul-
tidiscos comerciales indicaron que los antibidticos de -~
eleccidn para Gardnerella vaginalis "in vitro” son:

Cloramfenicol y ampicilina, seguidos de eritromicina
y tetraciclina.
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7. DISCUSION

La frecuencia de Gardnerella vaginalis encontrada -

en los exudados vaginales en este estudio, comprueba que
es uno de los patdgenos mas importantes causantes de Vagi
nitis junto con Candida albicans, microorganismos que con
mayor frecuencia se asocian con &sta enfermedad. -
(Tabla I)

Gardnerella vaginalis fué aislada en un 100% de un -~

total de 30 mujeres que presentaban actividad sexuyal, -
encontrindose la mayor incidencia de &sta bacteria (66.66%)
entre los 21~40 afios de edad (Takla V), lo que es apoyado
en estudios anteriores en donde la Vaginitis por -
Gardnerella vaginalis es reconocida como una enfermedad -
de transmision sexual, (1, 19, 20, 68, 70, 76, 78)

Gardnerella vaginalis fué aislada en forma pura en -

27 casos (10.8%) vy en algunos casos pudo determinarse la
asociacidn con otro patdgeno en una misma paciente. Esta
bacteria se aisld junto con Escherichia coli en umn solo =
caso (0.4%) y con Trichomonas vaginalis en dos casos -
(0.8%). (Tabla II)

La presencia de estas bacterias y protozoarios causa

una disminucidn en la concentracidn de Lactobacillus ele-
vando el pH vaginal, lo cual favorece el establecimiento
de Gardnerella vaginalis sobre el epitelio de la mucosa -

vaginal ya que propician las condiciones favorables para

el desarrollo de G, vaginalis, (50)
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Dado el alto porcentaje de aislamientos puras de -
Gardnerella vaginalig, se cree que esta bacteria no re- -

quiere de la asociacidén con otro patdgeno para causar la
infeccidn y se le puede asumir el término de patdgeno pri
mario, descartando el aislamiento de anaerobios., (1, 20,
21, 70, 76)

Las caracteristicas fisicas del flujo vaginal encon-—

Frado en pacientes con Gardnerella vaginalis corresponde

a un flujoc abundante, que es fétido, de color blanco y de
consistencia homogénea; éstas caracteristicas podrian ayu
dar al igual que en el caso de Candida albicans y -
Trichomonas vaginalis a un posible diagndéstico pero no =
definitive para su identificacidén., (Tabla III)

Con respecto al cuadro clinico, todas las paciehtes

con Gardnerella vaginalis presentaban inflamacidn de leve

a moderada, originada por el establecimiento y prolifera-
cién de @sta bacteria soﬁre el epitelio de la mucosa vagi
nal que llega a causar irritacidn local incrementande la
secrecidén de moco, que posiblemente al mezclarse con las
células epiteliales de descamacidn adquiere una consisten
cia homogénea. (21, 50)

En el caso de otros microorganismos aislados en este
estudio no se encontrd una relacidn entre el microorganig
mo aislado con las caracteristicas del flujo y el cuadro
clinico, ya que las mismas caracteristicas de un flujo =~
pueden ser causadas por varios microorganismos. -
(Tabla III) .

Gardnerella vaginalis fué aislada de secreciones va-

ginales que presentaban un pH de 6.0-6.5, el cual se con-
sidera un pH Optimo para el desarrolleo de esta bacteria.
(16, 19, 48)
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Este aumento en el pH vaginal se presenta al aumen-
tar la cantidad de bacterias patdgenas establecidas sobre
la mucosa vaginal, lo cual trae como resultado una dismi-
nucion de Lactobacillus de los cuales depende el pH nor-
mal (3.5-4.5) de la secrecidn vaginal. (Tabla IV)

La presencia de leucocitos escasos en el exdmen fres
co de la secrecidn vaginal de pacientes con Gardnerella -
vaginalis es resultado de que la irritacidn causada por -
esta bacteria sebre el epitelio vaginal es leve por lo =
que la inflamacidén en esta zona es minima. (Tabla IV)

Gardnerella vaginalis es capaz de atacar células -

epiteliales de descamacidn originando las células "clue"
observadas en la tincidn de Gram. (11, 61, 62, 74)

Se estudié la relacidn entre la observacién de célu-
las "clue", la prueba de aminas y el aislamiento de -

Gardnerella vaginalis, encontrdndose la presencia de célu

las "clue" en 18 aislamientos (60%) y prueba de aminas -
positiva en 24 aislamientos (80%), lo que quiere decir =
que esta Ultima prueba resulta mas significativa en la -
bGsqueda de Gardnerella vaginalis, (Tabla VI)

Al correlacionar estas pruebas se encontrd que ambas
resultaron positivas en 16 casos (53.33%); en 8 casos -
(26.661) la prueba de aminas fué positiva y no hubo pre-
sencia de células "clue"; en 2 casos (6.66%) hubo presen—
cia de cé&lulas "clue" y prueba de aminas negativa; Ffinal-
mente se encontrd ausencia de células "clue" y prueba de
aminas negativa en 4 casos (13.33%). (Tabla VI)

Los resultados indicanr que la investigacidn de cé&lu~-

las "clue" y la prueba de aminas no son definitivas para

identificar a Gardnerella vaginalis en un' 100% de los -

casos, ya que otras bacterias pueden adherirse a células
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epiteliales originando falsos positivos, y se ha encontra
do que una mezcla de bacterias aerdbicas y anaerdbicas =
pueden dar por resultado una prueba de aminas positiva. -
(45, 67)

Es necesario el cultive y aislamiento para estable-

cer un diagndéstico de infeccién por Gardnerella vaginalis.

Gardnerella vaginalis presentd un rango de inhibi- -

cidn variable alrededor de los discos con polianetol sul-
fonato sbédico de 16-21 mm, encontrando que 6 aislamientos
presentaron una zona de 16 mm; 10 aislamientos, 17 mm; 10
aislamientos, 18 mm; 3 aislamientos tuvieron 19 mm y un
aislamiento presentd 21 mm. (Tabla VII)(Figura 1)

Ninguno de los 30 aislamientos presentd la minima -~
zona de inhibicién considerada positiva (12 mm), por lo =
que se comprobd la sensibilidad de este microorganismo al
polianetol sulfonato sddico. (34, 56) '

Se encontrd que solo Gardnerella vaginalis y -

Peptostreptococcus anaerobius resultaron positivos a esta

prueba con un halo de inhibicidn mayor a 12 mm, lo que. -
concuerda con investigaciones anteriores en donde se pro-
b5 la sensibilidad de estos microorganismos al polianetol
sulfonato sdédico. (34, 37, 55, 56, 80, 81)

Todos los microorganismos fueron identificados por —
pruebas bioquimicas y se les realiz$ la prueba de suscep—
tibilidad a discos con polianetol sulfonato sddico. En -
general todos los microorganismos aislades fueron identi-
ficados por pruebas bioquimicas en un 160%. con excepcidn

de Candida albicans que fué identificada por la prueba de
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tubo germinaéivo y Trichomonas vaginalis por microscepia

directa en fresco. Gardnerella vaginaslis solo se logrd .-
identificar en un 73.3% debido a que es una bacteria fas-

tidiosa en cuanto a condiciones de crecimiento como son:
atmosfera al 5% de CO,, incubacidn a 37°C durante 24 a 48
horas y requerimientos de vitaminas y bases nitrogenadas.
(53, 70) (Tabla VIII)

Para una eficiente identificacién bioquimica de -

Gardnerella vapinalis fué necesario agregar un polienri-

quecimiento a las pruebas bioquimicas que no ﬁodificqra -
las caracteristicas de los medios como son el pH final y

la prueba a evaluar. (Fig. 3)

Los resultades de la tabla IX muestran que -

Gardnerella vaginalis presentd beta hemdlisis sobre agar

Casman con 5% de sangre humana, en 25 alslamientos (83.3

%). Esto comprueba que Gardnerella vaginalis produce y ~—

libera una proteina con actividad citolitica hacia eritrg
citos humanos. (58) .

Los demas microorganismos estudiados resultaron nega
tives a la producciénlde beta hemélisis, lo cual podria —
considerarse como una brueba adicional para ideatificar a

Gardnerella vaginalis.

En estudios anteriores se considera al DIU como un -
factor que influye sobre la microflora vaginal. La implan
tacion del DIU causa irritacidn mecanica local incremen—
tando el nimero de leucocitos e incrementando la secre- —

cidon de moco lo cual eleva el pH favoreciendo el estable-
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cimiento de anaerbbios yfﬁodificgndo,la concentfaciénvde
Lactabacillus. (50)

En este estudio no encontramos una relacidn entre el
método de control con el establecimiento de Gardnerella -
vaginalis, ya que el aislamiento de &sta bacteria fué muy
semejante en pacientes que presentaban DIU como en pacien
tes sin método de control. Con respecto a la Salpingocla-
sia, no se encontrd relacidn entre €sta y el estableci- -

miento de Gardnerella vaginalis.

La Vaginitis ocasionada por Gardnerella vaginalis se

considera como una enfermedad de transmisidén sexual, por
lo que es importante eliminar en lo posible factores de -
riesgo (principalmente promiscuidad y utilizar métodos ~
anticonceptivos de barrera). (1, 20, 68, 70, 76)

Tal como ocurre en este tipo de enfermedades es im-
portante informar sobre la forma de transmisién y métodos
de prevencién, a fin de evitar la diseminacidén y el con-—
tagio de estas infecciones. (39)

En este trabajo no se fijd como objetivo determinar

la sensibilidad de Gardnerellas vaginalis a antimicrobia-

nos, sin embargo, é&sta prueba se realizé con el fin de -
qué aquellas pacientes que presentaban infeeccidn por ésta
bacteria recibieran un tratamiento; y ademds comprobar el
patron de sensibilidad a antimicrobianos establecido para

Gardnerella vaginalis.,
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Es importante realizar estudios posteriores de segui
miento a las pacientes para un control de esta bacteria,
asi como dar'tracamiento a la pareja sexual para evitar -
reinfecciones, ya que esta bacteria no produce sintomas =

en el caso del hombre,

Los antibidticos de eleccidn para Gardnerella -
vaginalis "in vitro" encontrados en este estudio fueron:
cloramfenicol, ampicilina, eritromicina y tetraciclina, -
lo cual es reportado en estudios anteriores por diversos
autores. (47, 65, 70)
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8. CONCLUSIONES

1. El uso de discos con polianetol sulfonato sddi-

co es un método sencillo, barato y reproducible.

2. Gardnerella vaginalis y Peptostreptococcus -
anaerobius resultaron positivos a la prueba de susceptibi
lidad a discos con polianetol sulfonato sGdico por lo que

esta prueba no es especifica para la identificacidn de

Gardnerella vaginalis; sin embargo, provee una excelente

identificacidn si se acompaia de la tincién de Gram de
las colonias inhibidas.

3. En 250 mujeres estudiadas en la Clinica de Medi
cina Familiar Tlalnepantla ISSSTE, Gardnerella vaginalis

junte con Candida albicans y Escherichia coli, ocuparon -

uno de los primeros lugares en incidencia de patégenos =

aislados en muestras de exudado vaginal.

4. Gardnerella vaginalis fué aislada sola o en -

asociacidn con otro patdgeno en pacientes en edad repro-—

ductiva principalmente.

5. La presencia de células “clue" y la prueba de
aminas no son suficientes para dar un diagnfstico de in-

feccidn por Gardnerella vaginalis.
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6. Se comprobd la relacidn de (Gardnerella vaginalis
con la Vaginitis Inespecifica al ser aislada ésta de pa-
cientes que presentaban los principales sintomas de esta

enfermedad.
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9. SUGERENCTIAS

1. La prueba de susceptibilidad a discos con polia
netol sulfonato sédico (SPS) es posible realizarla sobre
agar Casman o Columbia obteniéndose los mismos resultados

que sobre agar Brucella.

2. Para una identificacidn més rapida de -

Cardnerella vaginalis se recomienda colocar los discos -

can SPS sobre el estriado directo de la muestra sobre -
agar Brucella o Casman siempre y cuande se sospeche la =

presencia de Gardnerella vaginalis (prueba de aminas ylo

células "clue" positivas)
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10. APENDICE

10.1 MATERTALES

Material bioldgico:

250 muestras de exudado vaginal

Material de bacteriologia:

algodon

asa bacterioldgica

cajas petri

cubreobjetos

discos de papel filtro de 6 mm de didmetro
gradillas para tubos

hisopos

matraz erlenmeyer graduado de 125 ml
matraz erlenmeyer graduado de 500 ml
matraz erlenmeyer graduado de 1000 ml
mechero bunsen

papel filtro Whatman No, 1

papel pH Merck

pipetas de 25/.\1

pinzas

portaobjetos

tubos de ensaye
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Equipo:

autoclave FAMSA
balanza granataria OHAUS
estufa bacteriolégica BLUE M

filtro Millipore con membrana de 0.2 Mm
y diametro de 2.5 emn

jarra GasPak BBL
microscopio 6ptico CARL ZEISS
refrigerador doméstico AMERICAW
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10.2  MEDIOS DE CULTIVO

Agar Biggy

Agar Brucella

Agar Casman

Agar Citratos de Simmons

Agar Columbia

Agar de Eosina y Azul de Metileno (EMB)
Agar de Hierro y Triple Aziicar (TSI)
Agar de Sal y Manitol

Agar Muyeller Hinton

Base de agar Sangre

Calde Infusidn Cerebro Corazdn (BHI)
Caldo #R~VP

Caldo Rojo de Fenol y Dextrosa

Caldo Rojo de Fenol y Maltosa

Caldo Rojo de Fenol y Ribosa

Caldo Rojo de Fenol y Sacarosa

Caldo Urea

Medio basal O~F

Medio MIO

Medio SIM

Polienriquecimiento para microorganismos exigentes
(BIOXON)
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Reactivos

Acetona

Alfa naftol

Cristal violeta

Dicloruro de N,N-dimetil-1,4-fenilendiamino
Discos de SPS al 5%

Fenol al 5% (desinfectante)

Hidréxido de potasio al 10%

Hidrdxido de potasio al 40%

Lugol

Multidiscos de antibidticos para gram positivos
Multidiscos de antibiGticos para gram negativos
Peroxido de Hidrédgeno

Polianetol sulfonato sddico al 5%

Reactivo de Erhlich

Safranina

Sensidiscos de novobiocina

Sobres para anaerobiosis en Jarra GasPak
Solucidn salina fisioldgica al 0,85%

Rojo de metilo
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10.2.1 Preparacidon del Polienriquecimiento

Se prepara en forma liofilizada, por lo que Su esta
bilidad es indefinida, sobre todo en refrigeracién.

Se reconstituye agregando el contenido (10 ml) de -
un vial de liquido diluyente a un vial de producto liofi-
lizado., Se agita unos cuantos minutos hasta que el mate-
rial sdélido se disuelva,

Agregar 1.0 ml de la solucidn de polienriquecimiento
a 100 ml del medio de cultivo, sdlido o liquido, que se -
desea enriquecer.

En general, se utiliza para enriquecer con sus 12 -
factores y cofactores de desarrollo, a determinados me~ =
dios de cultivo especialmente a aquellos disefiados para -

aislar y multiplicar gérmenes exigentes y delicados.

Férmula aproximada en gramos por litro:

Vitamina B-12 0.010
L-Glutamina 10.000
Adenina 1.000
Clorhidrato de Guanina 0.030
Acido p-amino benzoico 0.013
L-Cistina 1.100
Glucosa 100.000
Nucledtido de difosfopiridina oxidada 0.250
Cocarboxilasa 0.100
Nitrato férrico 0.020
Clorhidrato de tiamina 0.003

Clorhidrato de Cisteina 25.900
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