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INTRODUCCION

[ 3} ggjoto de este estudio es conocer la incidencis con
que se presenta el organismo Heemophilus vaginalis en veginitis y-
cor;tcochtnttlo 1lanadas no especificasise pliensa que es el agen-
te ceusante de veginitis trensaitidas vendreamente.Hs sido tambifn

lloqlldo con urstritis no gonoclccica,fiebre puerperal y leucorrea.

Lste organismo puede ser de gran importancis,sin esbar
go casi nuncs es aisledo ¢ identificado en los cultivos veginales-
dabido a que se requieren métodos y medios especiales pars su ais-

lamiento e identificacibn.

Por lo tanto se trata de aislarlo en los diferentes ca
sos de veqginitis y cervicoveginitis y,entre los diversos agentes -

causantes de éstas,ver cual es la incidencis de Hagsophilus vagins

18,



.= GENERALIDADES,

A) o= Dascudzimiento.

El organiemo Ngeeophilus veginalis fus descrito prisers
mente por Leopold (14) en 1933,tradajandc en Lstedos Unidos,quien -
reportd el aislemiento de pequefios becilos snaercbios Grem negati -
vos en la orine Ge 3 d2 965 hombres con prostatitis leve y en 16 -
de 58 muestras cervicales en casos de cervicitisipero no procurd =

hacer un aislemiento directo de la uretra.

Leopold (14) sugirid una estrecha relacién de este orga

nismo con el género "MALMOPHILUS™ pero no dié nombre a su especie.

Hasts 19%3 pocos autores hab{an mencionado la presencia
de on bacile annercbio Gram negetivo en is vegina,con la excepcibn-

de bacilos coliformes y bacilos Ducreyd.

En 1944,Fec0 (14) mencioné haber descubierto wmuchos “di

plococos”™ pequafios Gram negativos en casos de uretritis masculina.

Leibovits (14) describid un organismo que estaba asocip
do con una alte incidencia de lesiones exteriores eh genitales mas-
culinos en les tropas asaricanas er Japhn (19%1-1952),01 cual tenfe
gran nimero de caracterfsticas que 1o haclan similar a Hassophilus~
vaginalis.

Mughes y Carienter (14) describleron un bacilo pequefioe

Graz negativo no identificedo en algunos estudlios bactericlbgicose
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de secreciones de 216 pacientes con uretritis sasculina,todos diag-
nosticados clinicamente coso "gonorres resistente & penicilina®.Lee

tos quish pudieron ser casocs de uretritis por Megmophilus vaginalis.

Los franceses Luts y Wurch (9) en 1934, cbservason que-
nuserosos bacilos pequefios Graa negativos se presentadan en muchose

casos donde habia flore vaginsl mixte.

Gardnec y Dukes (10) en 1954-195%3,en Texas, descridie -
ron éste organismo que segfin ellos ers la causa de un 90% de vaging
tis de las llamadas "no especificas, y 1o llessron Haemophilus vagi
nalis. Ellos carsctecizaron la asociecibn del orgenisso con el epi-

telio vaginal.

Haemophilus vaginalls parasita la superficle da las cé-

lulas epitelisies vaginales ¢c acuerdo con estes investigadoraes.

La formacibn resultante de células epitelisles con mu «
chos bacilos 1igados a la superficie constituye las "célulaes de in-
ditio” o "células en ovillo® de Gardner y Dukes (9}, cuando se ob =

serva la praparecién en fresco del exudedo veginal.

Los beciloce no se ven suy claramente enf Preparacionss -
tefildes dedbido quizh ¢ la Crem negatividad tanto de células epite -

l11ales como de 1as bacterias que las parasitan,

La caracter{stice shs marceds, es la gran cantidad de -

bacilos librea en el exudado, adyacentes ¢ las células epiteliales-




Y 8 108 leucocitos presentes.

Dunkelberg (6) propone llamar o ésts carecteristice, de «
scuerdo & ls esociscibn entre células epitelisles y Mogmophijug vegi-

nalis, "organismos GRIP" que significe “frotis fenbmenc de Gardner y-
Dukes®™.

Puede observarse faclilmente en montajes y tinciones de sa

terial clinico apropiedo.

Sin embargo, Haemophilus vaginslis no es una Ceuss prime-
ris da uretritis masculina o bien ocurre secundarismante con otros -
factores etiolégicos que alin no han sido deterxinados. Cuando oCurre-
en uretritis masculing se observa en el frotis el “fenbaeno de Gard -

ner y Dukes® (6) i{déntico sl qua se observa en pacientea femeninos.

Amies y Jones, Rey y Msughan (9), en 1936 reportaron en -
Oregon, Estados Unidos, los resultsdos de una investigacibén en 447 -

jeres, de las cuales 68 (15.2) tenf{an Masmophilus vaginslis.

Reportaron también frotis de secrecidn uretral de hombres

comso “positivos pare Magmophiluo vaeginalis®,

gn 19%6, Lute, Wurch y Grooten (9) reportaron que el i =«
croorganismo crecis en sger sangre de carnero dando una pequeds colo~
nts hemol{tice y lo nosbraron "Heemophilus vaginalis hesolyticus®.Bre
wer, uolookn y Thomas (9) en 19%7, roportaron una investigacién en =

211 casos ¢ginecolbgicos, de los cuales 89 mostraron H. vaginalis.




8).~ Taxonomia.

Zinnemann y Turner (6) acordaron que el organismo Haeso -

philus vaginglis era una especie de Corynebacteriye.

Reyn, BircheAndersen y Lapege (6) investigaron la u)trno:
tructura de Heemophilus veqinslis y creyeron que estabs nds estrechne-
mente relacionsda al género Corynebscterium o Butyribacterium que ale
Lactobacillus o Haomophilus.

La desceipcidn y clasificecién de Haemophilus vaginalis -
esth Dasads en ol concepto de que el organismo requiere rangre o fec-

tores de suerc para su crecimiento.

De ecuerdo con el "Subcomité de la Taxonom{s de Haemophi-
lus, ningln organiemo puede nar admitido en el génerc s menos que re-
quiera hemina (factor X), hADH (factor V) u otras substanclas coenzi-

nbtices.

El organismo fue originalmente cultivado en sgar sangre y

clasificado como Haemophilus vaginalis; pero se ha demostrado que és-

te organismo no puede ser un micebro legitismo de la familia Haemophi =~

us pues no requiere de ninguno de los factore: antes mencionsdos.

Los nombres Proplonihacterius y Butyribacterius han sido-

excluldos porque 1os productos terninales de fermentacidén no son apro

piados.

El gérero Acetotacter pudo ser excluldo porque Haemophi =




?

lys vagin no se cultiva en medio que contengs 10% de alcohal et{-
lico,
No se incluye en el género Lactobeci]lus dedido a sorfolo

gla Y tinciones.

Zinnemann y Turner (6) propusieron que la designecibn Co-

rynsbacterium vaginale era la nbs apropiada, basados en morfologia y-

tincidn de Gres.

Su tesis estd fuertemente apoyada por e) descubrimiento =
de Ryan y asociados (9) de que Haerophilus vaginalis tiene pared celu

lar septada, mhs parecida a los organiemos Gram positivos que & 108 -

Gras negativos.

En principio se pensd que Haemophilus vaginalis era predo
ainanterente Gram negativo,pero hay un constante descubrimiento de al

gunos Gram positivos,

Un problessa muy importante que an queda es la reacclidn -

negativa a catalasa.

Bred y asoclados (6) plantean que todss les especiles des-

e€ritas de Corynebecterium son catalasa positive, y esto excluirfs & =

Hoemophilus vaginalis, el cual es catslasa negativa,

Skerman (6) no hace mencién de la catelase eon su deacrip-

cién del género.
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chﬁnbbunkolbarq (7), le mayor{s de organisnos Gram posi-

tivos o Gram variable, o0 parecidos e difteroides no clasificados ais-
lador por el de espec{menes vajinales son catalasa negativa. El plen
3a que 8010 por la caracter{stica de catalasa, no se excluicia o Hae-

mophilus vaginalis del género.

Bred y asociados (6) hacen una lista de otras caracter{s-

ticas de) género Corynebacterius:

"Sos bacilos pequefics rectos o ligecamente cCurvos con seg
senitos tefiidos irregularmente ¥ algunos grénulos. Precuentenmente wues
tran foreas agrupadas infladas, no nbviles, Graa positivos, algunas -
células jSvenes plerden al colorante fecllmante. Grinulos invariedle-

mente Graa positivos®,

Haenophilus vaginalis reline todos estos criterios en el -

gln grado. Haeaophilus vaginaslis quizh se muestra Graa positivos y -

con moderada morfologf{a Coryneforne en el alslamianto primario, pero-

en subcultivos en medio sin suero, la Gram negatividad se increzenta-

y la morfologi{a Coryneforme se vuelve minima, Ls catalass es negativa.

Ldsunds (9) reportd que algunas suestras alslades de Mae-

moohilus veginalis fuoron positives pars paroxidasa; en cambio Cunkel
berg (7) reportd que todas sus muestras fueron negativas para la ais-

R popeta .

Vickerstaff y Cole (6) examinaron 4 de lac suestras de K4

sunds (GPl, GP2, GP6, GP7) y la muestre tipo 394 (NATC 10287) pars -




reacciones bioquismices y componentes de la pared celular.

Le muestra GP1 no fermentd msltosa, dextross ni almidén,-

1o cual puede indicar que no puede sar un aislado de Corynebacterium-
vaginale.

La3 muestras GP2 y GP?7 produjeron catalass, por lo tanto-

taapoco pueden ser Corynebacterium vaginale.

El snalisis de ls pared¢ celular reveld que una de cada =

ruestrs de Corvnebacterius hoffrmani, Corvnebecterium xerosis y Coryne:

bacterium diphteriae contienen bcido diasinopindlico y arabinoss, e

rientrss que las muestras GP6 y 594 no contenfan ninguro de los ante-
rioners. Ls 594 conten{a 6-dioxilactoss en comin con algunas mueatras

de Corvnebacterium cervix.

Dunkelberg (6) reconoce el anhlisis de la pared celular -

aplicedo a la taxonom{a pero mantiene que el género Corynebacterium -

estl compuesto por organismos cuys principal relacibn es morfclbgice-

antes que bioquimica.

Zinnemann y Turner (6) han recomendado reclasificacidn de

Corynebacteriun vaginale en bases a morfologia y propiedades de colo-

racidn. Debido & que tienden a la ambivalencia con la tincibn de Gram,

ellos sugirieron que era el género Corynebacterium, pero han aceptado

el nonbre Maemophilus vesinulis,

Kagta que lJa cuestidn ce la taxononla de éste organismo -
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haya sido resuelta satisfactorismente, continuaremos usando el nombre

comunmente aceptado da Haemophilus vaginalis.
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C).~ Deseripcibn del género "Haemophilus®.

Son parfsitos estrictos, crecen solo con le presencia de-
cliertas substanciss accesoriss de crecimiento. La mayoris de los alea
bros de eate género son habitantes normales de membranas mucosas del-

tracto respiretoric superior del hombre. Pueden causar invesionas pri

sarias y secundarias.

Son causs comln de sinusitis, conjuntivitis, epiglotitis-

aguds, leringitis obstructiva, pneumonia, meningitis.

Ocasionalmente responsables de endocarditis bacterians su

baguda.

Una especie, Haemophilus ducreyi, es el sgente eticlbgico

del chancro.

Han sido descubiertos en expectoracibn, fluldo cerebroes~
pinal, sangre y musstras tomadas directamante de lolioncl..

Son bastoncitos diminutos Gram negativos, algunas veces -
cesi cocoides, plco-6rfic9;. -

Puedan mostrar manchas bipolares.

Mo mbviles.

No esporulados.

Las clposulas, 8! se von esthn deformadas.

Aerobios o anaaroblos fecultativos.

Necaesitan factores V y X para s\ crecimento.

Crece en Ager sangre de conejo Y cuyo.
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Crecen en Agar enriquecido de Plldes o Agar de Levinthale
(8sL).

pH Sptimo.- 7.6.

Temperatura Sptima.~ 37%.

Rango de temperaturas de crecimjento.- 25 - 40,

Las colonias son no plq-ontodnn.xrtdiscontcl.-ucoldol. -
trarslicidas y opaces.

La royor{s de las especies musstran “"sstelitismo®™ con Ese
tafllococo y helsseria,

Tienden a autolisarse.

Haenophilus ducreys es la especie que predenta mis diff -
cultades de cultivo,logrando desarrrolle cuando se incresenta la can-
tidad de C02.

Caracter{sticas bloquimicas.- Tienen rt.ccxonc; variables
du fermentacibn,

Produce nitritos de nitratos (excepto Haemophilus Qucreyl).

Produccibn de {ndol veriasble., Dos aspecies hemolizan san-
gre.

Identificacién serolégica.- Puede deformarse la chpsuls -
de Haemophilue influenzae y son identificadas por hinchamiento capsu-
lar o pruebas de precipitina.

Yo se utilizan pruebas de pastogenicidad en animales.




3on 7 las especies, de Hassopbilig comunmente

aisledas en el hoabre:

13

Especie

Se afels de

!nfl\b‘ﬂl!

parainfluenszee
hewolyticus

parshemolyticus

Lxpectorscibn bronquisl

H. influenzss Fluido ceredbroespinal, orins
H. eeqypticus Conjuntiva
H. influenzse Sangre, pus
He. aphrophilus Sangre, pus

ducrey!

Lesio:res chancroides
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Reacciones de 1as especies de Hsemophilus y
factores accesorios de crecimiento.
Organisso Factor de Reaccibn
creciniento
X v Indol Nitgato Hemblisis
He influenzae . . - . -
H. parainfluenzae - . ¢+ 0 - . -
H. aegypticus® . . - . -
H. Snc:olxticun . . ¢ 0 = . .
H. parshemolyticus - . ¢ 0 = . .
H. aphrophilus o* - - . -
H. ducreyt . - - - leve
-

* hemaglutina células rojes fuertesente, Haemophilus influenzse pro =

duce hesmaglutinascibi nodereds.

. requiere factor X sblamente cusndo cgece bajo incremento de co,.




D).~ Descripcién de Haemophilus vaginslis.
Bacilos de 0.3 & 0.6 por 1.0 a 2.0 micras de lergo. Mejor

deacritos como cocobacilos.

Las formas agrupedas se presentsn en greado moderado.
' »No “'l‘..o

Predoninantemente Grea negetivos pero pueden tener Gram -

variable.

Algunas veces Gram positivos en especimenss mucoides cli-

nicos y cuando ese cultivan en presencia de suero.

Ls pared celtlar septada es mis perecida s la de organis-

mos Grams positivos.
No encapsul sdos.
No esporuledos.
Facultetivos,
Sacarol{ticos.
Crecen usualmente con incrermento de coz.
Temperature mbxima de crecimjento.- 36 - 17%.
pH éptimo.- 6.5
No tienen accibn en golatina,
Pruedbs positiva en rojo de metilo (si se pruebs la mies =
tra en un buen cultivo en caldo dextroasl.

s.

No se sabe que produzxcan M2

Ho produce indol.

No produce acetileetilcarbinol.

No oxida @] etanol.

Ko digiere celulosa,

Mo forma almidén a partir de naltosa,

No produce nitritos a partir de nitratoa.




‘Crtccn en presencia ds KCM,

Algunas muestras reducen levemente la leche torﬂcgol.

catalasas negativa,

Percxidasa variable.

Ureasa negativa,

Ruestran enillos da inhibicidn en Agar-Peptons si se colo
ca una gota de nzoz en el centro de la cajs.

Crece en presencia de 0.01X de Telurito de potasio pero =
no lo reduce. .

Algunas células muestren uno © més grimulos de volutine -
por la tincibn de Albert. '

‘ Le mayor{s de las células muestran cuerpos centrales y =
subterminales por tincibén de Burdon (2). Esta es negstiva daspuls da-
lavar las célulus con solventes.

Tienen requerimientos particulares d§ Proteoss-teptona, =
NitrSgeno-Vitaminas y bases de purins-pirimidina.

No requiere hemina (factor X).

No requiers NAD (factor V).

No requiere cangre, suero o substancias parscidas a coene

Pueden requerir 5 vitaminas del] coaplejo B: Tiamina, llbg
“levina, Acide nicot{nico, Acido félico y Blotina; y une o abs beases-
« Acidos nucleicos.
No requiere aminobcidos parg 8u crecimiento,
Permentan dextrosa, meltosa, ¢entrina y glicégeno con pro
duccibn de bcido paro no de ges.
Algunas muestrasa producen bcido debilmente on: arabinosa,

xilosa, ramnosa, levulosas, galactosa, inulina, glicercl y sacerose.
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Mo actlan sobre: lactoss, manitol, trealoss, rafinocec, sa

licina, inositol, sorbitol y dulcitol.

£l principal o Gnico producto volltil que se obtiene & -
partir de dextross, maltosa y almidén es el 8cido acético.

En diferentas medios la morfologf{a colonial puede ser dais
tinta: En medio de almidén lasr colonias aparecen blancas, compactas,~
con bordes enteros, convexas, de 0.5-2.0mm. de dibmatro y no crecen -

dentro del agar.

£n agar sangre las coloniss aparecen sin color ¢ ligers -
mente grises, enteras, convexas, como puntos de alfiler y v.:ilblo!.g

te reportadas como del tipo alfa, bets hemoliticas o no hemolitices.

el organiszo se compone por 10 mencs de 7 grupos antigéni
cos segin prusbas de precipitina y contiene por lo mencs un ant{geno~
corlin determinado por antisuerc fluorescente y pruebas de aglutina =

cién en tubo.

Porma las 1lamadas "células de indicio” o "células en ovi

110" de Gardner y Dukes (10).




£).- Patogenis. 18
Seqin Gardner y Dukes (10), Heemophilus vaginslis es la -
causa del aoyor‘nﬁn.ro de vaginitis de las llamadas "no especi{ficas”-~

© de las infecciones de la vagins llamadas "por bacteries mixtas®,

Edmaunds (9) ha descublerto una asoclacidn entre ¢l aisla-
miento de éste organismo,ususlmente en grardes cantidedes,y ls presan

cie de filebre puerperal y leucorraa.

Segin Gardner (10), cuaslquier paciente cuya sctividad ov!
rica ses normal, que tenga un flujo vaginal homogéneo, gris, salolien
te, con pH entre 5.0 = 5.5, solo ccaslicnalmente espumosa y que no pre

sente Trichomona vaqinalis, es probable que tenga uns vaginitis por -

Haemophilus vazinalis.

Los s{ntomas irritstivos y cambios de espesor, semejantes
al eritema en tejido vulvovaginal se observan muy raramente, Y& que «

el organismo parasits en la superficie y no invade tejido vivo,

Se plensa tamblén que Haemophilus veginalis es el csusan-
te de vaginitis causedas venérearente. Pusde descubrirse asimismo en-
suestras uretrales de hombres sospochosos de padecer gonorres (asocia
do a uretritis no gonocSccica); en &stos casos el frotis muestra leu-

cocitos, no eas{ cuando se trata deo sujeres.

Ha sido tasdbidn aislado da sangre cuando ss presenta un -

aborto aéptiio.

b |
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P).~ Agociecibn con otros gbrmenes.
Resmophijug vaqinglis son paquefics microorganiemos pleo -
abrficos similages a MNeisseria y presentan las siguientes caracteris-
tices en comln:

8).= Son Gres negativos.

b).= Se presentan en grupos.

€).= Tienen uns asociecién venkrea.

d).~ Se presentan en secreciones uretrales.

e).- Crecen sejor dajo incresento de coz.

f£).- Esthn intimamente ssociados con tejidos de células -

particulares del hiasped.

Luts (9) (1957) sugirid que habfa una estrecha relecibn -

entre Haemophilus vaginslis y Trichomonas vaginelis, ya qQue sus expe-

rimentos se encontraban sabos organissocs en el 28% de los casos,

En casos de flebre puerpersl, Haemophilus vaginalis esth-

ocasionalments asociado con los siguientes gérmenes patégenos:

Streptococcus pyogenes.
Streptococcus ansercbios.
Haesophilus influenzase.
Stephylocogcus sureds.
Escherichie coll.
Strptococcys feccelis.

A
¢
H
{

coni e i e 1
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En muy pocos casos pueiie estar asocisdo con levaduraes.

Con frecuencia esth también esociedo con organismos P P -
L O (organicmos parecidos o pleuroneusoniac), dependiendo del pH de
1a secrecién vaginal, stendo dste esoclectén sbs fuerte en el rango -

de pH entre 8 - 6.8,




zal

Las siguientes tadlas de Ldmunds (6) dan uns 1dea mbs cla
t8 de le asociacibn de Heemophilus yeoginglis con otros organismos:

TABRLA 1

Asociacién ce Hesmophilus vaginslis con otros
patbgence reconocidos de ecuerdo al gredo de

fiedbre puerpersl.

Tesperaturas
99-99.4°7 | nbs ce 99-99.4 | 100°7 &
6 99.5-99.9° r
'.._
3 No de casos 17 16 12
i
: Ko de positivos paras -
Haenophilus vaginalis 10(39%) 11(69%) 13(92%)
v No de positivoa pare
Haezmophilus vaginalis
i asociado con otros pa 2 1 0
!  téganos reconocidos.
L

Otros patégencs reconocidos son:

Streptococcus ane s

Streptococcus anaerobios
Haemophilus influenzes

Staphylococcus aureus

Escharichis coll

Streptococcus faecalis

it i s T
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TABLA I

Relecibn de Haemophilus vaginalis

con otros patdgencs.

Mo de casos | Xo con H. | % de positivos
vaginalls
Irichomones vaginalis
presentes " 3 2
Lavaducas presentes 18 2 1
Otros petbgenos reco-
nocidos 41 10 24
Levaduras ausentes 21} 88 41
TABLA IIIX
Relacién de aislamientos de H. vaginalis y PPLO
con el pH de la secrecién vaginal.
pH
4.0 - 5,0 $.1 - 6.0 6,1 = 7,0 7.0
No de casos 74 46 100 8
Ko con H.vaginelis 16(21.6%) 22( 48% ) 47( 47% ) 2(25%)
No con PPLO 7(9.4%) 9(19.64%) 25(2%%) 0o

PPLO.- ozganissos parecios & plesuroneusonise.
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Gl.- Incidencia.

Haerophilus vaginalis se presenta en forma consideradble -

sente asintositice entre mujeres, como demostrd Dunkalderqg (6).

Lsto es una duens evidencia de que ocurre asintombticamen

te e @l tracto urinario inferior en un alto porcentaje de hoadres.

Gagraner y Dukes (10) lo cultivaron en 91 de 101 esposos «

CUYSS @5pOR8s estuvieron infectadas con éats bacteria.

Las esposas tuvieron vaginitis leves perc los esposcs fu!

ron asintomiticos.

Gardnesr y Dukes (10) (1964-65) investigsron 602 casos obs
tétricoe y $79 ginecoldgicos y de un total de 1181, el 2).9% resulte-

£50 poalitivos pars Hasmoohilus vaginalis (1).3% en cssos ginecolégi—

€8 y 10.6% en - astdtricosl.

En el nisno estudlo, de 1)8 casos dlagnosticados como “va

9initis bacteriana™,92% fueron etribuldos a Hesemophilus vaginslis.

Laminds (9) estudid 240 cesos de sujeres que sufrisn vegi

nitis y los dividid como sigues

1).= Grupo Antenatal (AN},

44 pujeres normalos embarasedas, 08L06 C8808 fueron-

tosados como casusles y conatet{e principalsente en sujeres con 2 1/2




8 % 1/2 meses de gestacibn. Todas tuviaron un leve flujo veginal.

2).= Grupo Piedre Puerperal (PP) i
45 mujeres cuyas temperasturs orsl redbasaba los 99°?
durante la primera semans después del parto, sin cualquier oxplice ==
c16n obvia tales como abseso en el seno, infeccién urineris, trombo -

sis venosa.

3).= Grupo Control Pusrperal (FC).
26 mujeres con temperstura normal en el aismo hosple
tal constituyeron sl grupo PC, su temperaturs estabs por debajo de --

los 99°? durante la primsera semana después de)l parto,

4).- Grupo Ginecolbgico (G) 1
41 mujeres en edad reproductiva, quienes se atendie-
ron en cifnicas y en uno de los hospitales, sufrian de leucorrea y/o-

erosidn cervicel o cervicitis.

$).- Grupo Control Ginecolégico (GC) :
42 casos de la misma categorf{a de las anteriores, —
excepto que &stas sufrian de alguna otra condicién que las antes men-

cionadas, usualmente de debilidad del fondo phlvico,

6).- Grupo Post-Menoplusico (PM) :
Se separaron estos casos de los del grupo (G), debi-
6o a los cambios en secrecibn vaginal y flora que se prosentaba en 1:

eenopausia. Las 18 sujeres de dste grupo sufrian de algunae condicio=

nes que tiene @l grupo (G).

|
!
|
;
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7).~ Grupo Control Post-Menopbusico (PMC) :

14 casos, al igual que en grupo PM, excepto que es:=

tos casos sufrfan de debilidad del fondo pélvico.

8).~ Casos Miscalbneos :
6 mujeres postnatsles con leucorrea, vistss seis se-

-anél despuls y tres casos de muestras vaginales de nifas suy j&vcnog

Fue tomsds en cuenta flora tipo, células, tnfeccidn pores

levaduras y trichomsoniasis.

El dloqn&ltlco de Haemophilus vnglnnliliuc basé principal
mente en los cultivos y no en los frotis, sunque fue posible por lo =
genersl detarainar por adelantado el dtagnéstico viendo el gran niine-

ro de bacilos Gram negativos.

Para alslar organismos parecidos @ Plouronaunonllo'(PPLol
se utilizd acetato de talio en egar sangre y acetato de talio en agar

. .

plassa.

Haemophilus vaginelis fue reconocido, despuls de 48-72 hs

de incubacién por su diminuts colonias hesol{tica.

Sa incluyeron sblemante squellos orgenismos que se defi -~
nleron coso Gras negativos, sunque en el frotie vaginal y abs terde -
en cultivo- flufdos, se notd s tendencis & ser Oram positivos eN =—e

algunas tincionaes.

i
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La presencia o ausencis de otros organismos también fue =

notace.

RESULTADOS 1

£l nGmaro tota) de alslamientos de los diferentes organie
BO8 en cultivos o su deteccibn en frotis esth deda como sigue :
{(excluyendo al Becilo de Doderlain), en orden descendente de frecuen-

cia (los porcentajes esthn entre paréntesis).

Durante le investigacibén no fueron sislados 3treptoco ==

€Cus pyogenas o Nelsserias Q.

Serfe visto que, sparte de Staphylococcus 8lbwn, Heamo ==

philus vaginslis fue el organissc rhs comlin, seguido de bacilos dif -

teroides,PPLO y otros organismos.

Sa contirmd que ers raro que apareciera Hagmophilus in ‘e~
fuenzas en muchss muestras vagineles, soio se aisld de una mujer en -

eded reproductiva (un ceso de flebre puerpersl).
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Koabre del organismo No de alslaajentos
Staphylococcus albus - 157 (6).6 1)
Haemophilus vaqinalls -——— 9% (38.1 %)
Difterotldaes 64 (25.9 %)
pPLO 45 (18.4 %)
Bactlos coliformes — 40 (16.2 %)
S2reptococcus anseroblos® - I8 (14.2 %)
Streptococcus no hearolyiiCul weeccccccccccncna ———- 32 (12.9 %)
Streptococcus faocalis ,emeonem. - 18 (7.} %) L
wonilia o levaduras B e e 13 (6.1 %) .{;
Streptococcus viridans ———— 13 (5.3 W) .“}

ok
Trichomona veginalls : 8 (3.2 %) ‘f:
Bactilos lnaer;bIOl Gran (=) ? (2.8. %)
St?pNVIococcul auUCQuUs 4 (1.6 %)
Bacllon o qrupo sudtilie - 3 (1.2 %)
Heenophilus influenzae _ ———— 2 (0.8 %)
€l. welchtl .—— b (0.4 %)

247

%0 total de muestras examinadas

* incluyendo Streptococcus microsarof{licos y Yeillonella.
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iIncidencia comparetive en los diferentes grupos clinicos:

Mubo una alts incidencie de Heemophilus veginelis en el =
grupo fiebre puerperal (PP) del 71%. Luego viens el grupo ginecolbgi-

co (G) con 4%, sigue el grupo postmencpaiisico (PM) con )9% y los 3 -
grupos control de 31-21%.

Incidencia de Hasaophilus vaginalis en los diferentes grupos.

No da casos No de positivos % de positi

en el grupo con H.vaginalils YO8,
Grupo fledbre puerperal 45 32 71:%
Grupo control 26 8 30.8%
Grupo antenatal 44 12 27.3%
Grupo ginecolbgico 42 18 42.6%
Grupo control ginecolbgico 42 9 21.4%
Grupc postsencpalsico 18 7 38.9%
Grupo control postmenopbu- 14 < 28.6%
sico

231 90 3g. 9




I1).= RATERIAL Y METODOS.

A) .= Medios de Cultivo.

Para cultivar y aislar Hsesophilus veginalis pueden utill

zarse 108 siguientes medios:

Medio de Mantenimiento.

Kedlo PSD (Peptona-almidbén-dextrosa) con 0.8% de agar en-

tubos inclinados.

Medio Descarboxilasa.

Proteosa peptons No. ) (DIFCO) —wwe- 2%

Maltosa wemes 0,7%

Aminokcidos cewe= 1,08 e
“

(L-11sisna, L-arginina o L=ornitinael. I

Pirpurs de bromocresol (1.6%) ecees 0,6 ml/l,
Rojo de cresol (0.2%) veea=s 3,0 nl/1.

Bl‘pﬂ se ajusts a seis antes de meter a sutoclave, ~

Medio de Telurito de Potasio.
Telurito de potasio reeen 0,01% que se aflade -

& pleces con PSD agar.

Radio pare Cmidacibn por Ltanol,
Protecse peptona No. ) conae 1,58
NaCL comwe 0,98

Alcohol etilico cenee 10.08




n

Bl pN se ajusta & 6.0 antes de esterilisar.

El alcohol estéril se afade a) medio postariosentas.

Las cajas se incuban 48 hores &

aiento.

Medio de Fermentecibn.
Protecsa peptona No. 3
pirpura de brosocresol
Agar

Carbohidratos

37% pare obtener creci -

2.0%
1.0 al1/1.
0.5%

1.0%

(E£1 carbohidrato se pone en sutoclave en solucibn 81 10%=

Yy se pozcla con el medio despuls de enfriar a 55°%).

£l pH se ajusta & 6.8 antes Ge meter sl autoclave.

Se colocan 10 ml de medio pc: tubo,

los cuscles se sellun-

con tapbn de roscas. Después de inocular los tubos se incuban & 37% -

durante 72 horas.

Medio Clanuro de Potaslo.

£1 cianuro de potasio en solucibn a) 0.5% se afiade sl cal

do PSD, ae ajusta el pH & 7.4 antes Ce esterilizar. Los tubos se in =

cuban & 17°C durante 72 hores.

Medio de Nitreto.
Proteosa peptona ko. 3

Almidbn

- e

1.5%

3.0%
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Dextroas ——— 0.55
NozuPo‘ comewe=  0,1%
u.nzpo..n,o cnmnee 0,18

Despubs de incubar, los tubos Que muestren buen croc&niog
to se prusban disriasente durante 10 dlas para la prolonéla de nitri-
tos con nitrato de sodio.

Como controles positivos se utilizan organismos colifor -

Madio para st.

£SD 0.8% de agar, al cual se le afiade 0.5% de sulfsto de-
sodio y 0+04% de cistins.

Se colocan tiras de papel filltro seco sobre el medio.

Despubs de siete dias el crecimiento se coloca sobre 0,5

m]l de HCl 2N para obaervar s! se presenta liberacibn de st.

Medio para Tolerancia de NaCl.
Se utilizan places de P50 agar conteniendo protecsa-pep -

tona Ko. 3}, al cual se lo aflade 6.0% de KaCl.

Medio para Tolerancis a Bills.
Se utilizan placas de P3D agar al cual as le aflade 2,0%—

de bilis bovina deshidretada (DIPFCO).
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Segin Dunkelberg (7), otros medios convenientes serian —
los siguientas:

Nedio Ge Transporte.

Proteoss-peptons ¥o. 3 (DIPCO) eeeeme 1.5% on agua des-
tilada.

El caldo se ajusta a pH 6.8 sntes de esterilizar y se co-
locan 2 ml en cads tubo, los cuales se tapan perfectamente con tapbne

de rosca.

Hedio de Alslaniento.

PSD (peptona almiddn dextrosa Ko, 3) fue preparado por ==

Dunkelberg y Mc Veligh (7) pars cultivo de Haemophilus vaginalis en -

pleca.

Protecsa peptona ho. ) —— 20 %

Almidbn o fécula soluble ——— 1%

Daxtross ——— 0.2 %

anuPo‘ — 0.1 %

uanzpo‘.uzo ———— 0.1 %

Agar — 1,5 %

Al hacer un litro, afiedir féculs « 100 ml de ague fris y -
agzcler.

Afadir e] agua caliente conteniendo fécula a 400 ml de 8-
gus hirviendo y afladir e)] agus restante (300 ml) e ingredientes.

Ajustar el pH & 6.8, estarilizar por 1% minutos a 121°C.-

enfriar a aproximadassnte 55°¢ y colocar en cada placa de 20 & 23 ml.




Medio de Consecvacibdn,

M

E) medio de conservacién es el mismo que el de alslamien-

to, excepto que se usa 0.8% de agar. Se colocan de 6 a 10 =l dentro -

de los tubos y se almacena en el rafrigerador.

Antes de usarse, el medio se funde en agua caliente y se-

inclina.

Se inocula haciendo estries mOltiples en la superficie —

del medio {nclinado. Este medio se usa tembién pars probar ls presen-

cia de coatalasa.

Medio de FPermantacibn.
Proteosa Peptona No. 3 —————

Agar —-——————

pirpura de brosocgesol -
(1.6% del colorante en alcohol etflico)
Carbohidrato ———

spaltosal.

2 %
0.5 %

1.0 m1/1.

1.0% (dextrosa,-

Agus destilada 90 ml pare 100 ml de sedio.

Se hacen soluciones individuales de carbohidratos ubndiog

do 10 ¢ de azlcar s 100 a]l de agua destilada.

Ss pono en autoclsve la paptons y soluciones de azGcares-

separadamente por 15 ainutos e t?loc. enfriar a 55 y sezcler 10 ml-

de 1s solucibn de esicar con 90 sl de le solucibn peptona-sgar.

Con pipeta estéril se colocan 10 ul de pedic completo den
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tro del tubo estéril con tapa atornillable.

Dunkelbarg (8) hiso crecer también al organisso en placas
de agar-chocolate sangre de carnero incubando a 37°C durante 24 horn:

en atmbafera de C 2 8l 10% en casos de secreciones uretrales.

Edmunds (9) lo hizo crecer en sgar-sangre de Cassman Cug
man 1947). El medioc de Cassman sgar fue descrito por Lecpold (14) - =

(1953) y se le afedid S% de sangre de conejo desfibrinada.

Se cultiva bien en sgar sangre estéril en stmbafera de —

Co 1 10% a 37°%.

Platt (6) recomienda coeoc satisfactorio pars crecimiento~
los medios agar-sangre de Cassman, agar-sangre Jde carnero y &gar sue-
ro de levadura en 5-10% de CO, o 37%.,

Recomiends tamblén el caldo fluldo de tioglicolato que ds

colonias "como balones inflados”™ en 48-72 horas a 37°C.

..‘i




B).~ Métodos de Identificecidn.

Catas caracteristicas se toman en cuenta para hacer uns =

identificacién presuntiva bashndose en lo siguients:

Dificultad de los organismos’ pars crecer en &gar c€on Nue
trientes.

Los efectos bcnirlcol al incrementar el CO, durante el —
crecimiento.

Carencia de satelitisso alrededor de Staphylococcus ay -
Ieus en agar sangre.

La tincibén donde se obsarva la morfolog{a de los organis-
803 de las placas de cultivo.

El frotis directo y tefildo del exudado proporciona infor=-
macién vital.

En exudados uretrales, el cultivo y la observacidn -1::03
cbplca son 1dénticos a aquellos vistos en casos de vaginitis dedbida -
[ ;,oaoghtlun vaginalis, as{ como de mujeres asintombtices portadoras
del microorganismo,excepto que los frotis de hombres suestran leuco -

citos.

El descubrimiento de suchas chlulas apiteliales asociadas
con gran nimero de bacilos Grem negativos o cocobacilos, suglere que-

se tratc del “"frotis fendmeno de Gardner y Dukes™ (GD3P) (8).

L1 sitio de ocurrencls no es 3010 vegine eino taabién ure

tra.

N

e
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»
£l reconocimiento del "GDSP® como "células d¢ indicio® o=

"células de ovillo® en frotis y laa carscteristices de la tincibn de-
Gres serian de valor prictico ciinico pare fecilitar ls clasificacibn
de los exudados genito urinarios asociasdos con Hasmophilus veginelis-

on &RDOS SeX08.

In un estudio realisado por Ldmunds (9), la idantifice -

cibn se basd en lo siguiente:

Se fijaron frotis por calentamiento y se tifieron por Gram

usando alcohol como decolorante.

Pera disgndstico de Haemophilus vaginalis la confisbill -
dad se tuvo en los cultivos antes que el frotis, aungue en algunos ca
s0s fue posible determinarlo por sdelantado, viendo el gran nimero de

pequefios bacilos Gras negstivos.

Pars sl cultivo se utilizd un medio consistanta de:

2% de agar peptona de Evans con la adicibén de 5% de dige-

rido de caballo y 6% de sangre citroteda de conejo.

El digerido fue preparado por ls adicibén de pancrestins -

sobre carns de caballo molida, como lo descubrid Lavinthal en 1921,

Hagmophilus voginalis fue reconocido después de 48 - 72 -
horas de incubscidn por su diminuta colonis hemolitics y se diferen -
cib de otros organiemos que también crecieron, por reacciones especi{-

ficas y por frotis que fueron exaainados pare observar la presencis -~
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de "células de indicio".

£1 cultivo se hizo a partir de un exudado veginal o cervi
cal a 37°C durante 48 horas en serobiosis o anaerobiosis, se resiem -
bra en sgar sangre y si hay aparicibén en 48 horas cde colonias hemol{.
ticas diminutas,.aparentezente lisas, constitui{das por bacilos Gram =
negativos, pequefios, delgados, plecadrficos, los cuales no crecen en-

medios ordinarios, indicardn la presencis de Hasmophilus vaginalis.

En infeccibn por Haemophilus vaginalis, el exudado es -
practicarente siempre gris, de mal olor y en contraste con las carac-
ter{sticas de una secrecién veginal normsl, es honogénea en consister

cla.

Dunkelberg (8) diferencid s Haemophilus vaginalis de dif-
teroides vaginales no ldentificados (no clasificados) por medio de —-
morfologla colonfal, sensibilidad s perdxido de Hidrbégeno, catalasa,-
y fernentaclidn de carbohidratos particulares (dextrosa, maltoss, lll&

abn, PSD).




Mbtodo que se siguid en bste trabajo para el
aislamiento e identificeciédn.

Este estudio se dasd en 1ls rutins que se cigue pars cual-
quier muestra de exudado veginali

Después de tomar ls muestrs con espejo vaginal, (excepto-
cuando se trata de nifias o mujeres virgenes, que se toma superficial-

mente con hisopo), se siembra en 1os siguientes medios:

EMB o ENDO, 110 o manito) sal egar, gelosa sangre,geloss-
chocclate, Nickerson o Biggy (pars desarrollo de Candida aldbicans); =
zhs aparte se semdbrd en proteoss peptona Ko 3} (DIPCO) que puede cons£

derarse como especifico para desarrc . : de Haemophilus vaginalis.

Ls muestra del exudado se toma con dos hisopos estériles;
con unc de ellos se siendra en gelosa chocolate y proteosa peptona, -
posteriormente con ¢l nismo hisopo se hace un frotis en un porteodje-
tos para después tefirlo por Gras y finalmante se introduce en un tu-

bo de ensaye con solucibn salina para hacer un examen en fresco.

Con el otro hisopo se siembra en los medios restantes, se
aislan todos por estria (con excepcibdn del Biggy que se prepard en tu

bo {nclinado) y se incuba como sigue !

Gelosa chocolste y protecss peptona en CARpaANas CON uUnRd -

vela eancendida dentro pars mantensc atmdsfers de coa 8l 10% durante -

48 - 72 horas & )79,




los medio EMB o ENDO, 110 o sanitol sal agar y gelosa san
gre se incuban durante 24 horas a 37°% Yy Biggy o Nickerson que se in-

cuba durante 48 horcs.

Lo abs pronte posible despuds de tomadas las muestras se-
lee ¢l examen en fresco, principalsente para bisqueda de Trichomonas-

Vﬂlnllll.

Se tifien posteriormente los frotis por tincibén de Gram,en
éste, se puso especial atenclédn a las muestras en que 8e sospechada -

la presencia de Hasmophilus vaginslis (células con gran cantidad de -

bacilos cortos Gram negativos).




111.- RESULTADOS,

Por ser un poco difficil de aislar ¢ fdentificar, comunmen

te 1os laboratorios nc reportan Hoemophilus vaginalils.

Se estudiaron un total de 363 musstras de las cualas 98 -

88 consideraron positives para Haemophilus vaginalis.

En 18 ceasos, Hasmophilus vaginalis crecid en geloss sane

gre apareciendo unas colonias msuy pequefiitas, planas, con uns zona de
hemblisis alrededor también poquchl,.para comprobar que se trataba de
Haeaophilus veginalis se hicleron frotis que se tifieron por Gram,por-
que en muchos otros casos similares se tratabs de contaxinaciones, 1!

vaduras o ain Bacilo de Ddderlain.

En 9 casos crecid tamdién Hsemophilus vaginalis en gelosa
chocolate, squi crecieron también colonias muy pequefiitss, no Buy ==
trangparentes, primero se hiclieron frotis, antes de hacer la pruebs -
de 1as oxidosas para descartar la presencis de Neisseris "g"”, pues en
algunos casos crecian dos o tres diferentes tipos de colonias.

No an todos los casos crecié Maemophilus vaginalis an pro
teoss peptons Ko 3 (DIFCO) pero se tomaron en cuentas taabién los ca -

800 positivos en geloss sangre y gelosa chocolate.

Ln los casros en que por frotis, crecimientc en protecsa -
peptons, gelosa sangre y gelose chocolata ypor frotis de las colonias

de estos medios fueron positivos para Haemophilus vacinalis, se les -
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hizo prueba para inhibicién por nzoz al 3% en gelosa sangre, inoculan
do la caja con la colonia y colocando una gota de la solucibn, dc.pu‘l

de incubar duranto 48 horas s¢ logra ver una szons pequefia de inhidi -
cibn.

20 de las muestras que ya se consideraban positivas para-
Hsemophilus veginalis se conservaron en tubos con »edio proteocsa pep- .
tona y después se sembraron en proteosa peptona No ) con 0.01% de KON

(1.0 n]l de KCN &l $% en 48 m} de caldo proteocsal, dando buen Creci ~-

miento,

Los resultados pueden aprecliarse en las siguientes tablas.




TARLA I

No total de muestras e8tudiadas 36)

No de muestras positives pars Hsemophilus veginalis 98 e 26.9%
De esas 98 muestras, 1a incidencia en % de otros ai

croorganismos asociados con Heemophilus yaginslis son:

Muestras con Bacile de Doderlain asociado con Hacno

philus vaginalis 26 aweee 26.5%

Muestras con Candida albicans asociadas con Haeno -

philus vaginalis 16 wowes 17.2%

Muestras con Irichomonas vaginalis asociadas con -

Haomophilus vaginalis esociadas con H. vaginalis 14 e 14,20

Muestras con Escherichias coll ssociadas con Hucno -
philus vecinalis 7 ewnee 7.1 %

Muestras con Staphylococcus sureus asociadas con -
Haezophilus veginalis 4 woeem 4.08%

Kuestreas con Proteus mso zorgan asociadas con Na.-o -

hilus inalis )} e 3,06%
Bhilus vaginalis

Muestras con Proteus vu yulgaris asocisdas con Mno-o -

philus vaginalis 1 eccae 1,028




TABLA I

Incidencia de microorgenismos en relacidn

con los promedios de edad.

Edad promedio % ds Haemophilus veqinalis % de microorga-
nisacs asociados
5 - 10 2.04 1.3
11 - 20 T.14 4.1
21 - 30 50,0 $0.0
31 - 40 27.5 33.)
41 - 50 10.2 9.7
51 - 60 2.04 1.3
61 - 10 1.0 o]

El % total de microorganissos asocisdos con los 98 cacs positivos pa-

ra Hasmophilus vaginalis

organismon:

Bacilo de Doderlain

Lacharichia colt

Proteus

Eroteus

sorgenil
vulgaris

Staphylococcus sureus
candide slbicaans

Irichomonas vaginslie

fue de 72%, incluyendo los siguientes micro




TARLA 111

Incidencia de Lassgoohilua ¥acinalia
en abortos segln la edad.

e e, | %o metes | 8 oo mmemnien sesonits
reproductiva)
10 - 20 o] _ 0
) 21 - 30 13 . 37.5
)1 - 40 15 43.2
41 - 50 S 14.4
51 - 60 b} 2.8

96 casos positivos pars Hsescphilus vaginalis de los cuales 34 (34.6%)

hadbfan tenido adortos.




No de pacientes con diferentes dlagnbdsticos

46

Edad Leucorrea  Vulvovs Cervicova Vaginitis Vag'nitis
ginitis ginitis inmaspecifica
10 - 1§ 1 1 0 ] 0
16 - 20 3 1 [+} 1 2
21 - 25 7 2 7 1 1
26 - 30 17 1 7 4 : 2
31 - 28 6 k] )} 2 ! Y
36 - 40 3 1 2 1 )
41 - 4% 4 0 1 0 ; 0
46 - 30 2 o 2 1 ' 0
j
51 = 5% 1 [o] [} 0 1
56 = 60 0 0 ¢ 0 0
61.- 65 0 0 0 0 (o}
66 - 70 0 Q 4] 0 [}
Total 48 9 22 10 9

vicoveginitis, sobre todo an mujeres en edad reproductiva (20-30 sfics)

viezon asocisdos con leucorrres 44.8%, 29,.5% ssoclados con sujeres -

prefisdas, 17.7% con cervicoveginitis, wulvoveginitis y vaginitis y -

El dlagnéstico predominante fue leucorrea seguido por cer

De los 98 casos positivos pars Haemophilius veginslis estu

10.2% con vaginitis no espacifica.
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IV.- CONCLUSIONES.

Ls identificacibn y aisleaiento del sicroorganismo Heemophijus vg
ginalis es compleja, no esth bien comprendida ni determinada su &
finided tintorsal ni su morfologla.

Taxonbmicamonte e¢sta disputado, siendo llsmado por algunos suto -

res Corynebacterius vaginale.

El crecimiento fue buenc en el medio utilizedo, proteoss peptona-
Ko 3 (DIFCO), aunque también se dieron casos en que crecid mejor-

en gelosa sangre y gelosa chocolate.

los frotis teAidos por Gras sostrando las células epiteliales va
ginsles con muchos bacilos ligados a la superficie ("células de =
indicio", "indicadoras™ o “"células en ovillo"), fueron de gran a-

yuda para un diagndstico presuntivo de Haemophilus vaginalis.

La mayorls de las muestras que fueron positives pars Hasmophiluse

vaginalis se presentaron en sujeres en edad reproductiva.

6.-Puede presentarse en sujeres sin evidencis de vaginitis.

Te-

La relacibn con el nimero de abortos no fue suy definida, presen~
tindose el microorganismso en 3}4,.8% de los casos de sujeres que ==

hablan tenido abortos.
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