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I NTRODUCC-ION



1.1. Antecedentes Hist6ricos.’

agfnitis no es
rganismo quc -

dios para ais]ar'a

£1 diagn6$ticd cifnico de una“ihfecéidﬁ por Trichomonas -
vaginalis o Candida sp., regularmente no presenta ningdn pro--
blema y un examen directo adecuado del exudado vaginal confir-
ma dicho diagn6stico. Pero desafortunadamente existen muchas -
enfermedades del tracto genital cuyo agente causal adn se des-
conoce y se refieren como "vaginitis bacterfana no especffica"
(13), sin embargo este término se le ha atribuido a un gran ng
mero de bacterias, no relacionadas entre sf, aunque dicha asig
nacifén no se acepte totalmente.

En a]gunos estudios, en muchos de los casos la literatura
"no reporta como germen causal a un organismo especffico ya que
se han registrado ‘resultados variables'y diffciles de correla-
cionar: debido a:la’ ‘existencia de diversos métodos de cultivo y
diferentes criterios para la identificaci6n y aislamientos de-
estos microorganismos. A muchas bacterias se les involucra co-
mo causantes en los diferentes casos, de éstas, entre las mds-
mencionadas se encuentran: varios estafilococos, estreptococos,
bacterias coliformes, micrococos y difteroides, que pueden pro
ducir una vaginitis con caracterfsticas semejantes, con exuda-
do genital idéntico, consistencia, color, olor y apariencia mi
croscOpica.

Durante muchos aiios el material vaginal ha sido estudiado,
pero los resultados son variables y no hay forma de reportar -
la relacién de un organismo especffico como el responsahle.
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En estudios posteriores (10) se observé la presencia al -
microscopio de pequefios bacilos pleom6rficos gram negativos, -
los cuales no desarrollaban bien en cultivos de rutina, lo que
sugiri6é que éstos debieron ser inadecuados para el aislamiento
de esta bacteria. Después se inocularon medios enriquecidos y-
se probaron diferentes condiciones en su incubacifén atmosféri-
ca, hasta que se aislaron unas colonias pequefas brillantes, -
transparentes cuyo estudio posterior al microscopio, mostraron
bacilos similares a los vistos en el examen microscépico ini--
cial. A este organismo se le asigndé con el nombre de Haemophi-
lus vaginalis (10).-(mds tarde designada como Corynebacterium-
vaginale y hoy reclacificada como Gardnerella vaginalis)-.

La infeccifn vaginal causada por dicha bacteria, fue ini-
cialmente descrita por Gardner y Dukes en 1954 (4). En 1955, -
los mismos autores reportaron mds detalles clfnicos y estudios
de laboratorio, en los cuales, el nombre de Haemophilus vagina
lis fue propuesto para este agente etiol6gico.

Desde la primera descripcion de Gardnerella vaginalis han
aparecido en la literatura numerosos reportes que confirman su
etiologfa. Entre ellos aparece el realizado por Lutz y Wurch -
(4), quienes en 1954 reportaron la observacién de bacilos pe--
quedos gram negativos en exudados vaginales. &n 1956, Lutz y -
col. (4) publicaron un estudio en el cual la clfnica y el labo
ratorio dan resultados idénticos a los obtenidos por Gardner y
Dukes.

Un estudio hecho por Brewer y col. (4) sostienen gue Gard
nerella vaginalis es patdégeno, ellos estén de acuerdo que la -
evidencia de su patogenicidad estd dada por la predominancia -
de este germen en la flora vaginal de pacientes con vaginitis-
bacteriana y por el hecho de que la leucorrea y vaginitis desa
parecen cuando Gardnerella vaginalis se elimina del exudado.




Gardner y Dukes también observaron que este patGgeno pre-
domina en la uretra en un 90% de los esposos de mujeres infec-
tadas miehtr;s que'esposos de mujeres no infectadas rara vez -
;albergan a este’ordanismo Ellos indican que después dec un tra
tamiento. a la paciente. la reinfeccién puede reaparecer si el-
'esposo no’ es tratado simultSneamente (4).

: \Otfos'anestighdores como Edmunds (1959), Heltai (1959) y
Gardner y Dukes (1959), reportaron los aspectos clfnicos y bac
.,terioldgicos de Gardnerella vaginalis. Lutz, Grooten y Wurch -
;(1956). Pittman, Leopold (1956), Amies y Jones (1957) y Ed----
f;munds (1960), reportaron primeramente los aspectos bacteriolé-
fgicos y taxonémicos de este organismo (7). A través de estos -
“reportes, las descripciones de Gardnerella vaginalis han sido-
"‘semejantes con alguna que otra diferencia.

1.2, Taxonomfa y Nomenclatura.

La bacteria fue originalmente cultivada  en agar sangre y-
clasificada como Haemophilus vaginalis, por su morfo]ogfa de -
cocobacilos gram negativos. Mis tarde se cultivé en un medio -
conteniendo gnicamente casefna, carbohidratos, vitaminas, ba--
-sesde- §cido nucleico, sales y una pequeha cantidad de metales,
jlo»que;da la evidencia de que este organismo no puede ser miem

7br6'1égftimo del género Haemophilus, debido que las especies -
~{de ééte requieren hemina (factor X) y nicotidamina adenin dinu
© . cle6tido (factor V) (2,9).

Zinneman y Turner han recomendado la reclasificacién como
Corynebacterium vaginale, basdndose en su morfologfa y propie-
dades de tincién debido 2 gue ciertas cepas dan una reactivi-
dad Iigerémente positiva a la cnloraci6n de Gram (8).

Actualmente existen diferentes criterios para su clasifi-
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cacién. Recientes estudios taxonémicos han propuesto colocar -
a este organismo en un nuevo género, Gardnerella y han clasifi
cado las caracterfsticas de este organismo realizando la mds -
exacta fdentificacién posible.

En el presente estudio nos referiremos a la bacteria co-
mo Gardnerella vaginalis, ya que consideramos que es la clasi-

ficacién mds adecuada.
1.3 Aspectos Microbiolégicos de Gardnerella vaginalis.

1.3.1. Morfologfa bacteriana y colonial.

Gardperella vaginalis, se describe de la siguiente manera
de acuerdo a los estudios realizados por Gardner y Dukes «««---
(1955), Zinneman y Turner (1963), (9): bacilos de 0.3 a 0.6 mi
crémetros de anchovpor 1.0 a 2, micrémetros de largo, la forma
de bast6n la presenta hasta un cierto grado ya que aparecen ge
neralmente como cocobacilos. Inm6vi), es predominantemente ---
gram negativo, pero a menudo es gram variable; algunas veces -
es ligeramente gram positivo, especialmente en especfmenes clf
nicos mucoides y cuando crece en medios que contengan suero. -
Se ha reportado que su pared celular asemeja a los organismos-
gram positivos, No se sabe que formen esporas o posean cSpsu--
la; es un organismo facultativo y sacarolftico que crece mejor
al incrementar su atmésfera con Coz. su temperatura dptima es-

de 36 a 37°C y su pH 6ptimo es de 6.5.

Su morfologfa colonial es muy clara, tas colonias sobre -
el medio de almiddbn son blancas, compactas, con bordes enteros,
convexas, de 0.5 a 2.0 mm. de didmetro y no crecen dentro del-
agar. En agar sangre las colonias son incoloras o grisdseas, -
enteras, convexas, como cabezas de alfiler, y se ha reportado-
gque pueden producir alfahemflisis, beta-hemb6lisis o no produ--
cirla. En agar de Columbia Sangre humana al 5% una gran parte-



de ellas producen beta-hem6lisis. (9).

1.3.2. caracterfsticas Bioqufmicas.

. Gardnerella vqginalis. no actﬂa sobrc gelat1na. y la prue
ba del rojo de metilo es positiva s1 las cepas probadas crecen
bien'en caldo con dextrosa. Se desconoce que produzcan "2 . -in
“..dol o acetiImetilcarbinol.

" No-oxida el etanol, no digiere ceclulosa, ni forma almidén
a partir de maitosa. No forman nitrito a partir de nitrato, pe
‘ro‘algunos autores reportan reduccifn positiva (9). Crece en -
. 'presencia de KCN, es catalasa negativo, oxidasa negativo, urea
sa negativo, no descarboxila ornitina, lisina o arginina. Cre-
ce en presencia de 0.01% de telurito de potasio, pero no 1o re
duce.,

Requiere particularmente proteosa peptona comerciales, co
mo nitrdgeno, vitaminas y fuentes de purina pirimidina. No re-
quiere de hemina (factor X), nicotinamida adenin dinuycle6tido-
(factor V), sangre, suero o productos semejantes a estas Ssus--
tancias (9).

Se comprob6 que este organismo requiere de 5 vitaminas --
del complejo B: tiamina, riboflavina, &c. f6lico, &c. nicotfni
co y biotina y una o mids de las bases de 1o0s &cidos nucléicos.
Algunos tipos de cepas requieren adenina. Esta bacteria ha cre
cido en medios semidefinidos gue contienen enzimas digestivas-
de casefna, carbohidratos, vitaminas, sales y trazas de meta--
les. Se desconoce que requieran aminodcidos. Fermentan dextro-
sa, maltosa,. dextrina, almid6n y qglic6geno con produccién de -
dcido, pero no de gas. Algunas cepas producen dcido débilumente
a partir de arabinosa, xilosa, ramnose, levulosa, galactusa, -
inulina, glicerol y sacarose. No actie sobre lactosa, manitol,
trealosa, rafinosa, salicina, fnositol, sorbitol o dulcitol. -



E! principal producto volstil que forma a partir de dextrosa,-
‘maltosa y almidén es fc. acético (2, B, 9).

1.3.3. Caracterfsticas antigénicas.

Se han reportado la composicidén de por 10 menos 7 grupos-
antigénicos por pruebas de precipitinas, las cuales comparten-
por lo menos un antfgeno en comin, el que se ha determinado --
por antisueros fluorescentes y aglutininas en tuboe (9).

La identificaci6n serolfgica no se le ha dado gran énfa--
sis debido a que el antisuero comercialmente preparado no se -
encuentra disponible. Adem&s en algunos estudios (8) se ha en-
contrado una ligera reaccidn cruzada entre una cepa de Gardne-
rella vaginalis y una de Corynebacterium cervicis.

1.3.4. Influencia del COZ'

En algunos estudios realizados se indica un crecimiento -
bueno en condiciones aerébicas. Pero bajo condiciones anaerdbi
cas estrictas existe una variacidn en cuanto a su crecimiento,
dependiendo del método utilizado. Malone y colaboradores des--~
criben 12 presencia de cepas anaerfbicas estrictas de Gardnere
11a vaginalis (2).

Otros estudios parecen indicar que a medida que aumenta -
el CO2 en la atmésfera, se incrementa tanto el desarrollo como
el crecimiento de la bacteria.

1.3.5. Sensibilidad a Antibidticos.

Gardnerella vaginalis, es sensible a la lincomicina, clo-
ramfenicol, ccfalotina, tetraciclina, ampicitina, estreptomici
na. Existen reportes de su resistencia a la colimicina, dc. na
lidfxico y neomicina. (8).
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La sqnsibi]idad hacia la penicilina es variable, ya que -

" aldunos autores reportan alogunas cepas de Gardenerella vagina-
1is, como resistentes (8), mientras que otros reportan sensibi

;lidad'drdicha droga (1). Todas las cepas de esta bacteria son-
'régistentes a las sulfonamidas. Su sensibilidad hacia el metro
h{déibl puede servir como rasgo para diferenciarla de otros or
ganismos que pueden fermentar almidén y pueden ser confundidos

'moffoldgicamente con este organismo. Gardnerella viginalis es-
susceptible a metranidazol a diferencia de las bifidiobacte---
rias (2).

1.4 Aspectos clfnicos y epidemiolﬁgicos de vaginitis.

1.4.1. Flora-normal vaginal.

Los pr1meros estudios acerca de la flora vaginal en muje-
res adultas fueron reportados por Dbderlein, quien enfatizd la
predominanCIa de Iactobacilos facultativos. MIs tarde se adi--

“cionan-a dicha rora.:organismos aerf6bicos facultativos (3).

Otros investigadores han utilizado técnicas anaerdbicas,-
y han demostrado la presencia de gérmenes sensibles al oxfgeno
en secreciones cervicales de hasta un 70 a un 80% en mujeres -
normales, 1o que concluye que la flora normal vaginal se compo
ne de diferentes tipos de organismos, desde aerobios, faculta-
tives hasta anaerobios, entre los que podemos nombrar a géne--
ros como: Staphylococcus, Streptococcus, Lactobacillus, Coryne
bacterium, Bacteroides, Peptostreptacoccus, Peptococcus y espe
cies de Eubacterium.

1.4.2. Manifestaciones clfnicas de vaginitis.

Después de que se ha descartado una vaginitis por Candida
o Trichomonas vaginalis, se procede a la identificacién del --
germen causal del cuadro clfnico.
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La descarga vaginal que se produce por infecci6n de Gard-
nerella vaginalis, es reqularmente gris, con un mal olor carac
terfstico, su consistencia es homogénea, el pH se eleva gene--
ralmente a un rango de 5.0 a 5.5. Se observa irritacién y rara
vez eritema vulvovaginal (4).

Otra de las manifestaciones de esta vaginitis es la apari
cién de “"células clue” en el exudado genital, que son células-
epiteliales vaginales o uretrales que poseen l10s bacilos adhe-
ridos a su superficie, aunque cabe decir gue éste no es un pa-
r&metro absoluto. (9,13).

1.4.3. Patogenicidad de Gardnerella vaqinalis.

En la literatura actual sobre Gardnerella vaginalis, exis
te ain gran controversia acerca de si este germen es en reali-
dad un organismo patdégeno o un constituyente normal de la flo-
ra vaginal. Aunque la mayor parte de los estudios tienden a --
comprobar la tesis de Gardner y Dukes:, de que si esta bacteria
es la causa de las vaginitis llamadas “"no especfficas", muchos
de los primeros estudios pueden ser cuestionados basdndose en-
criterios dudosos empleados para su identificaci6n.

Hasta en los métodos mds precisos de laboratorio, la pato
genicidad de Gardnerella vaginalis es diffcil de vatorar. Gard
ner y Kaufman (13), 1o describieron como parfsito estricto de-
la superficie, que altera la consistencia del exudado vaginal-
y eleva ligeramente ¢l pH vaginal sin invadir los tejidos. Sin
embargo su aparicidn acasional en la corriente sangufnea en --
asociacidn a sepsis neonatal ha sido reportada; la importancia
de estas observaclones permanece adn para ser determinada.

Agregando a su ligero o ausente poder invasivo, la asocia
cidn frecuente de Gardnerella vaginalis con otros agentes pre-
senta otro problema complicando 1'a valoracidn o su relacifn --
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con leucoﬁrea{'

Varios estudios han reportado 1a presencia de esta bacte-
ria en asociacidn con Trichomonas - vagina]is o con levaduras. -
Su valoraci6n como patégeno es mds .diffcil cuando se encuentra
- dicho organismo en algunas mujeres sin sTntomas o signos de --
una infecci6n del tracto genital bajo (13).

Gardnerella vaginalis se ha reportado asociada en otras -
fnfecciones como fiebre puerpgfal. uretritis no gonoc6ccica, -
se ha afislado de orina aspirada y en sangre periférica después
de un aborto séptico (8). Ademds se ha visto que existe una re
lacidn entre bacterias anaerobias, principalmente cocos gram -
positivos y este germen en "vaginitis no especffica". (9).

1.5, Justificacifén y Objetivo del trabajo.

A Gardnerella vaginalis, se le ha estado involucrando co-
mo agente etioldgico de “vaginitis no especffica" desde hace -
varios afios, esto 1o indican diferentes estudios, desde los --
primeros reportes hechos por Gardner y Dukes en 1954 (4). Sin-
embargo el significado del aislamiento del organismo como se -
ha dicho anteriormente, ha sido controversial debido a que en-
mujeres asintomdticas se han encontrado cultivos posftivos pa-
ra esta bacteria.

De acuerdo a 1o descrito, en mujeres asintomiticas se ais
1a en pequefias cantidades mientras que en mujeres sintométicas
dicho aislamiento es predominante. Otrnts autores concluyen en-
la posibilidad de que Gardnerella vaginalis no sea un organis-
mo pat6geno sino que podrfa ser parte de la flora normal vagi-
nal, sin embargo existe adn cuntroversias acerca de su verdade
ro papel patégeno (13).

TESIS CON
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Uno de Jos principales obstdculos para el estudio micro--
biol6gico de este organismo, es su aislamiento e identifica---
cidén en el laboratorio cifnico de diagnéstico. -

-En la bibliograffa disponible, acerca de 1a metadologfa -
en el primoaislamiento de Gardnerella vaginalis existe gran --
discusiodn sobre el ambiente de incubacifén a los que deberdn de
ser sometidos los cultivos. Algunos estudios, indican la apari
cidn de cepas anaer6bicas obligatorias de Gardnerella vagina--
lis (2) y parecen indicar que el crecimiento de dicho germen -
mejora y se incrementa en una atmdsfera de absoluta anaerobio-~
sis.

En e) presente estudio evaluaremos el crecimiento de esta
bacteria en tres ambientes de incubacidn; aer6bico, con CO2 -
del 57 al 10Z, y en anaerobiosis estricta, para que una vez --
conclufdo y definido en cudl de ellos se observa la mejor recu
peracidn de este germen, pueda recomendarse y utilizarse en el
laboratorio clfnico de diagndstico.
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2.1. Procedencja de las muestras.

El trabajo de Taboratorio se realizé con 100 muestras de-
exudado vaginal de pacientes que fluctuaron entre los 15 y 50-
Zaﬂos de ‘edad;’ remitIdos a la Seccidn Microbiologfa del Labora-
de; Patologfa Clifnica del Hospital Dr. Angel Leaio, para-

Para la inclusién de estos pacientes de este trabajo, se-
: mo “dnico ‘pardmetro clinico definitivo: la leucorrea.

.2.:Hetbdo]ogfa Microbioldgica. : . -

72.2.1. Toma de muestra.

. ‘Se coloc el espejo vaginal, previa colocacién de la pa--
ciente en posicifn ginecol6gica, se determiné el pH de 1a mucg
sa vaginal con iira reactiva y posteriormente se tomé la mues-
tra de fondo de saco por medio de dos hisopos estériles. Con -
uno de ellos se practicaron dos frotis para 1a coloracién Gram
y se monté un examen directo; el sequndo hisopo se introdujo -
en el medio de transporte y mantenimiento, Stuart,

2.2.2, Microscopfa,

Se practicé el examen directo para descartar la presencia
de Trichomonas vaginalis y células de levadura. Los frotis se-
tifileron con la coloracién de Gram para buscar la presencia de-
leucocitos polimorfonucleares (PMN) como indicativo de respues
ta inflamatoria reportdndolos de la siguiente manera:

TESIS CON
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ESQUEMA 1. NGmero de polimorfonucleares {PMN) por campo (utili
zando objetivo de inmersién -100 X-).

I ST S E O
P S £
B o= 30 .iueiaiieaiioea(34)
M&s de 30 ........ .00 (48)

También se buscaron células epiteliales con numerosos co-
cobacilos gram negativos adheridos a su superfictie, denomina--
das “células clue” o células de Gardner y Dukes; asimismo se -
'kevyluo la presencia, disminucifn o ausencia de la flora normal

-~ vaginal (Flora de Dbderlein) como indicativo de reacci6n infla

3 _matoria y clave de posible infeccién por Gardnerella vaginalis.

2.2.3. Primoaislamiento.

Del hisopo transportado en el medio de Stuart conteniendo
las muestras, se sembraron placas de agar de Columbia (dc. na-
lidfxico-colimicina) y se incubaron 48 horas a una temperatura
de 37°¢C, en las sigutentes condiciones atmosféricas de incuba-
cidn:

‘a) Aerobiosis.

Las placas sembradas se colocaron en la estufa a 37°C, -
sin ningidn otro requerimiento.

b) co, del 5% a 10%.

Para este objetivo se requirié un recipiente hermético --
{brocal) y una vela, con 1a finalidad de obtencr la atwmésfera-
de CO2 seffalada mediante el consuma de oxfqgeno durante el pro-
ceso de combustidn. (15).

TESIS CON
FALLA DE ORIGEN




TESIS CON
PALLA DE ORIGEN | 1o

c) Anaerobiosis estricta.

La atmésfera de anaerobiosis se consiguid sigquiendo el mé
todo de CARLKIST, que viene a ser una modificacidén del método-
de Biichner (17). Este sistema se basa en la absorcién del oxf-
geno atmosférico a partir de una reacci6n qufmica entre el 4dci
do pirog&lico y un &lcali como el bicarbonato de sodio dando -
un pirogalato. Figura 1.

Ha
|
“0H 0
0 w2
W\ 2
) 0-’
. NaHCO3
Oy Q
H,CO .
2 3 ) . \4,0
PIROGALOL PIROGALATO
{ AC. PIROGALICO ) l
uzo + CO2

Fig. 1. Reaccidn qufmica entre &cido pirogdlico y bicarbo
nato de sodio.

E1 oxfgeno (0?) se transforma en CO, y CO y el §lcali en-
exceso absorbe el CO2 (17 ,18). Fiqura 2.
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- »~Agar CNA inocu-
lado.
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Base
Reactivos

fig., 2.- Placas anaerébicas.

Posterior a las 48 horas de fncubacién se revisaron los -
medios de cultivo buscando el crecimiento de Gardnerella vagi-
"palis, caracterizado por colonias pequefas de 0.5 mm. a 2 mm.-
de didmetro, borde regular, convexas y brillantes, cuya cuanti
ficacién fue'rea]izada de acuerdo al siguiente esquema:

TESIS CON
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ESQUEMA No. 2. Cuantificacién de las colonias por cruces.

Crecimiento Sector 1 Sector 11 Sector II1
No No No
Negativo .| crecimiento | crecimiento | crecimiento

No No
crecimiento | crecimiento

(3-30 col)

crecimiento | Colonias No
confluente, aisladas crecimiento
(abun.col.) S

3+ w5 | crecimiento’| crecimiento’| “colonias

«.abundante .} ‘confluente confluente ‘aisladas .
cantidad - |- (abun.col) (abun.col.)
4+ crecimiento | crecimiento | crecimiento
muy abun. confluente confluente confluente (o
cantidad muchas col, -
aisladas)

Después de encontrar colonias con dichas caracterfsticas,
se procedic a practicar un. frotis y tefiirlo por el método Gram
orfo]ogfa de la bacteria: cocobacilos gram ne-
eces ligeramente gram positivos.

y comprobar 3




18

2.2.4, Sistemas bioqufmicos de identificacién.

De las . colonias que se encontraron sospechosas en el pri-

-moaisiamiento, se efectu6 la prueba de la Catalasa, cuyo funda
mento ‘es el siguiente:

)

b)

c)

d)

e)

: Para <1

Principio.
Probar la presencia de la enzima catalasa.

Propdsito.

organl mos’ como' ijhteroides sp.. Neisseria sp., Acineto
bacter‘_p ¥, Moraxe11a sp.

Bioqufmica.w

La enzima Catalasa se encuentra presente en bacterias ae-
Trobt

‘y'anaerobias facultativas que poseen el sistema ci
tocromo. Generalmente los organismos que no poseen este -
sistema, no contienen la enzima catalaza y por Yo tanto -
son incépaces de descomponer el perdxido de hidrSgeno. Es
te compuesto es producto del desdoblamiento de los azdca-
res y si se acumula es t6xico para la bacteria, provocan-
do asf su muerte.

Esta enzima se encarga de descomponer el perdxido de hi--
drégeno, produciéndose agua y liberacifén de oxfgeno.

Procedimiento.

Se toma una parte de la cnlonia sin tocar el medio de cul
tivo, se coloca sobre una gota de peréxido de hidrégenc -
al 30%.

Resultados.

-~ Si se observan burbujas (liberaci6n del gas) el organis
mo produce catalasa. V

- Si no se observan burbujas, el organismo no es produc--
tor de catatasa. (6,16).



2.2.5. Esquema de trabaj

0.

MUESTRA
Exudado Vaginal

(dos hisopes)
-

- 3es$a;t:r la preséncia

e Trichomonas vaqina-

1is y céiulas de ieva-
dura. '

pequefas de 0.05- 2.0mm.
de didmetro, borde requ-~
lar,convexas y brillan--

[ Hisopo ] hisoLo 2
(dos -frotis) (siembra)
" : 1
1. Coloracif6n Gram: Tres cajas de medio de -
L -~ Celularidad: presencia gar-Columbia (CNA).
de polimorfonucleares- T
(PMN), y células de -- Incubar:
Gardner y Dukes a) Aerobiosis.
- Observacién de otros mor b) co, 5% - 10%
fotipos bacterianos c) Anaerobiosis estricta
{Flora de D&derlein) A 37°C por 48 horas
I T -
2, Examen Directo: Desarrollo de colomias -.

tes.
I

Frotis:
negativos, algunas veces
1igeramente gram positi-

cocobacilos gram

| cardnerelia vaginatis (-) Mg
- - — P T
Prueba de la catalasa
Moraxella sp. a
Diphteroides 'sp. (+)

Eeisseriq sp. .
cinetobacter sp.




3.

RESULTADOS

b\
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De las 100 muestras que se procesaron en s6lo 48.casos --
(48%) se ais16 Gardnerella vaginalis, de los cuales 18 dieron-
resultados positivos en las tres condlciones atmosféricas. 18-
casos {38%) lo hicieron en atmésfera de JX al IOZ de coq Yy en-‘
anaerobiosis, mientras que dos casos (4%1): crecieron sd]o en at
mésfera de 5% al 10% de CO2 y laos 10 casos restantes (20%) cre
cieron en estricta anaerobiosis. No obtuvimos ningdn caso en -
que se aislara la bacteria dnicamente en condiciones aerdébicas.
{TabtaNo. 1).

Posteriormente al primoaislamiento, se practicé la prueba
" de produccidn de catalasa cuyos resultados mostraron que ningu
nos de l1os 48 casos la produjeron, como muestra la tabla No.1l.

Refiriéndonos al crecimiento por cuadrantes, el cual se -
evalud segin el esquema No. 2, en general fue semejante en las
tres condiciones atmosféricas, (Tabla No.-1), no siendo asf --
en el tamafno de las colonias, ya que aquf sf observamos varia-
cién. )

Pudimos observar que al aumentar el CO2 en la atmé6sfera -
de incubacidn, el desarrollo del organismo se incrementsd, esto
se noté por el tamafo de las colonias cuyo didmetro alcanzé --
los 2.0 mm., enfatizando que las colonias de mayor tamafo fuc-
ron las que se aiS\aron'bajo una atmésfera de anaerobiosis es-
tricta.

En el Gram que se practicd pusteriormente a la identifica
cidn colonial, 10 de los 48 casos (20%) presentaron pleomorfis
mo, de estos 10 casos, tres crecicron en los tres ambientes de
incubacién, utros tres crecieron en atmésfera de 5% al 10% de-
c02 y anncrobiosi§'estricta como lo muestra Ya Tabla No. 2.

TESIS CON
FALLA DE ORIGEN
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TABLA No. 1. Resultado del aislamiento de Gardnerella vagina--
T1is, en 48 muestras (48% de los casos estudiados) de exudadu -
vaginal bajo tres condiciones atmosféricas de incubacit6n y la-
prueba de Ya Catalasa de las mismas. ’

RS: Atmdsfera de Incubacidn Prueba de
Muestra Aero- CO2 Anacro- la Catalasa
biosis 5% a 10% biosis

1 - - . 3+ (-)

2 - 2+ . 2+ (-)

3 - 2+ - (-)

4 - - 2+ (-)

s 3+ 3+ T3+ -)

6 3+ 3+ 3+ (-)

Y - 3+ 3+ ()

8 2+ 2+ 2+ (-)

9 1+ 2+ 2+ (-)
10 - 2+ 2+ {-)
11 3+ 3+ 3+ (-)
12 2+ 2+ 2+ (-)
13 3+ 3+ 3+ (-)
14 - 2+ T 2e (-)
15 - 3+ EERRREE: DI (-)
16 2+ 2¢ oo e (-)
17 - 3+ o Th3el {-)
18 - 2+ 24 (-)
19 - : B A ¥ S (-)
20 - - D T (-)
21 - R 3+ (-).
22 3+ 3+ 34 -) -
23 3+ A £ 34+ (-)
24 - 2e - (-)
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Fo. Atmésfera de Incubacién
puestra Aero- l:O2 Anaero- Prueba de :
biosis 5% a 10% biosis la Catalasa
2s - 2+ 2+ (-)
26 3+ 3+ 3+ (-)
27 2+ 3+ 4+ (~)
28 3+ 3+ 3+ (-)
29 - 2+ 3+ (=)
30 - k23 3+ ()
3] - 3+ as (-)
32 - 2+ 3+ =)
33 3+ 3+ i34$ i (-)
34 3+ 3+ C3e ey
35 2+ 2+ T3 S
36 - 36 3+ T
37 - - B Ta )
38 - 3 B T O =)
39 2+ s 34 )
40 3+ 3+ 3+ (=)
41 - - 3+ (-)
22 - 3+ 3+ (-)
43 3+ 3+ 3+ (-)
a4 3+ 3+ “3e {-)
45 - 1+ 1+ (=)
- 46 - - 2+ (-)
a7 - 2+ 2+ (-)
48 - 3+ ~3+- (-)
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~TABLA No.:2..Casos: que presentaron diferentes grados de pleo--
morfismo enllasidiferentes atmésferas de incubacién.

islamiento en diferentes

tmésferas de Incubecién

v4c02 ) Anaero- Grados de
<. 8% a 10% biosis Pleomor€ismo
1 : e 34 Moderado
L2 e e 2+ 24 Moderado
18 e ey : 24 2+ Moderado
e . - 3+ Moderado
200 Loa - : 3¢ Moderado
c27 e 3¢ 4 Moderado
3 : el 3+ 4 Moderado
.44 T3 3+ 3+ Muy Pleom.
46 - C- - 2+ Muy Pleom.
47 - - 2+ 2+ Muy Pleom.

‘"tomo se puede observar en la Tabla No. 2; ocho de estas -
cepas (80%) presentaron moderado pleomorfismo, mientras que --
dos de ellas (20%) mostraron cocobacilos muy pleomfrficos, no-
tando que las cepas que presentaron pleomorfismo, en su ma-
yorfa (70%) se aislaron en atmbésferas de 5% a 10" de €O, y en-
anaerobiosis, 10 que podrfa sugerir que el incremento del pri-
mero en el medio de incubacién favorece el pleomorfismo de ---
Gardnerella vaginalis.

€n cuando al hallazgo de leucocitos polimorfonucleares en
mayor o menor proporcién en el gram del exudado vaginal que --
fueron evaluados seygidn el esquema No. 1 (indicado en el Capftu
lo de Material y Métodos), es posible relacionarlo con vagini-
tis causada por Gardnerella vaqinalis, ya que como lo muestra-
la Tabla No. 3; diez de los casos (217) aparecieron en tres --
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cruces, 18 de 1os cases .(38%) fueron reportados en des cruces,
once de‘lbs casos. (23%) se reportaron en una cruz, tres de los
casos’(ﬁx) se reportaron como escasos, un caso (27) se reportd
‘én cuatro cruces, en cuatro de los casos (8%) no aparecieron -
polimorfonucleares y uno de ellos (2%) no se evalué la leuco--
rrea ya que no se efectud el frotis,

Asf mismo la mayorfa de los casos en los que crecidé Gard
nerella vaginalis presentaron en el gram del! exudado vaginal -

cocobacilos gram negativos en diferentes proporciones (Tabla -
No. 3). '

Los resultados mostraron que 12 de los casos (25Z) apare-
cieron como escasos, 18 de los casos (38%) presentaron abundan
‘tes, 9 de los casos {19%) mostraron moderados, un caso {(2%) --
presenté muy abdhdantes. 7 de los casos (14%) no presentaron -
cocobacilos grannnegativns y uno de los casas (2%), no se eva--~
fué ya que no:ge efectud el frotis.

TESIS CON
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TABLA No. 3. EV&IUacidn'del hailazqo de leucoéitos pnlihorfbnu
cleares y cocobacilos gram eqativos:en el gram deI exudado va
gina] en: 105 48 casos en‘Tos :

Lo_';:‘ ’ :* . FﬂOTlS i
Fuestra o cuGN  pMN.  Aero-
A . biosis
1 esc. 2+ -
2 esc. 3+ -
.3 - esc. -
L} abund. 2+ -
5 esc. - o3+
6 abund. 1+ 3+
7 abund. 3+ -
a abund., 1+ 24
9 abund. 3+ 1+
1o abund. - -
11 - 1+ 3+
12 mod. 3+ 2+
13 abund. 2+ 3+
14 mod . 2+ -
15 - 2+ -
16 mod . 2+ 2+
17 abund. 2+ -
18 esc. - -
19 esc. 1+ -
20 abund. 2+ -
21 esc. 2+ -
22 mod. 2+ 3+
23 . abund. e-sc. 3+
24 esc. - .-

CBGN. Cocobacilos Gram Negalivos

" 'PMN. ' Leucocitos polimorfonucleares.
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r FROTIS Aislamiento en las diferentes

No . o Atm6sferas de Incubacién .
Muestras CHGN P_ﬂ! - Aero- Anaero-
bjosis 5% a 107 biosis

25 abund. 3+ - L2+ 2+

26 - esc. 3+ 3+ 3+

27 abund. 3+ 2+ o 3+ LK

28 Muy ab. 3+ 3+ 3+ 3+

29 Mod. 1+ - L L2+ 3+
30 esc. 1+ - 3+ 3+

31 abund. 1+ - 3+ [ 23

32 abund. 3+ - 2+ 3+

33 abund. 1+ 3+ o 3+ 3+

34 abund, 2+ 3+ 3+ 3¢

ki esc. 1+ 2+ . 2+ 3+

36 abund. 3+ - 3+ 3+

37 esc. 1+ - - 3+

® 38 ? ? - 3+ k1g

39 mod. 3+ . 2+ 3+ 3+

40 abund. 2+ 3+ 3+ 3+

41 - 1+ - L= 3+

42 esc. 2+ . - 3+ 3+

43 mod. 2+ 3+ : 3+ 3+

44 mod. 2+ 3+ 3+ 3+

45 mod. 2+ ’ - ) - 2+

46 esc. 2+ - - 2+

47 - 2+ - . 2+ 2+

48 abund. 4+ - 3 3+

@ Cepa en la que no cnviarop frotis.
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De acuerdo a los. resultados oubtenidos, podemos obscervar -
que el aislamiento de Gardnerella vaginalis a partir de exuda-
do vaginal se favoreci6 preferentrmente por la incubacién anae
rébica, ya que en &sta crecif6 un toetal dec 28 casos {58%) de¢ --
los 48 totales, a su vez haciends notar que de éstos, 18 (387)
crecieron también en 57 a 10% de CCZ 7 &n acrobiosis, y los 10
restantes (201) crecieron en ansernbiosis estricta solamente, -
confirmando asf Jo descrito por Yalune (2) quien reportd cepas
anaeré6bicas estrictas de Gardnerella vaginalis.

Un dato muy importante sobre el crecimiento de esta bacte
ria en un ambiente de anaerobiosis, fue referente al tamado de
Yas colonias recuperadas, dado que se aislaron colonias de ma-
yor disSmetro comparado con los difmetros de las colonias que -
crecieron en acrobtosis y 57 a 10. de COZ' En anaerobiosis es-
tricta 1legaron a recuperarse colonias de 2.0 mm. de didmetro,
10 que se traduce como una ayuda gara las pruebas posteriores-
de identificacidn bioqufmicas en el laboratorio de diagné6stico.

E1 método que se eligi6 para obtener la atmdsfera de anae
robiosis fue el de Carlkist, el cual se basa en la absorcifén -
de 0, atmosférico a partir de una reaccién qufmica entre el dc.
pirogdlico y bicarbonato de sodio (17,18). Fste es un método -
accesible pava cualquier laboratorio ya que ofrece bucnos re--
sultados en el desarrollo de microorganismos anaerdbicos como-
en este caso las cepas de Gardnerella vaginalis.

Respecto a la atmfsfera de incubacifn de 5 a 107 de coz.
obtuvimos una recupcracifn generosa, ya que 20 de los 48 casos
totales crecieron en estas condiciones (42%), 1o que indica -
que la presencia de €0, favorece aungue no en su totalidad el-
desarrollo de Gardnerellavaginalis. E1 rango de Yas colonias -
obtenidas bajo estas condiciones de incubacidn fue de un didwe

tro entre 0.5 mm. a 1.5 mm.
TESIS CON
| FALLA DE ORIGEN
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De acuerdo a lo reportado en este estudio la incubacifn -
aer6bica fue la que resulté menos conveniente ya que las cepas
que crecieron en este ambiente que fueron 18 (387%) desarrolla-
ron en colonias tan pequedas yue dificulta al laboratorista su
posterior identificacién. L1 ranqo que se obtuvo bajo estas --
condiciones fue de un didmetro entre wenor de 0.5 mm. hasta -~
1.0 mm.

Pudimos notar también que las diferencias en los ambien-~-~
tes de incubacifbn a los que fue sometida 1a bacteria no provo-
caron ningin cambio cn cuantov a Ja consistencia o morfologlfa -
colonial, ya yue las colonias mantuvieron sus tipices cardcte-
rfsticas, siendo redondas, borde regular, convexas y brillan--
tes.

Tanto el hallazgo de leucocitos polimorfonucleares (PMN),
como de cocobacilos gram negalivos (CRGN) en el frotis gram --
del exudado vaginal, en mayor o senor proporcién como lo mues-
tra la tabla MNo. 3, en e) capftulo de resultados, es posible -
relacionar estos dos pardmetros con vaginitis causada por Gard
nerella vaginalis, ya que en 43 de los casos (90*) aparecieron
Teucocitos polimorfonucleares (PMN) en diferentes proporciones,
ast mismo 40 de los casos (847) presentaron cocobacilos gram -
negativos en mayor o menor cantidad.

Refiriéndonos a las célulasi “clue™, como se menciond ante
riormente y de acuerdo a nuestros resultados creemos que es un
pardmetro inconstante ya que se observarcn en el gram de solo-
ocho de los casos (17%) en los que crecid ggzﬂig:gllg vagina--
lis, por lo tanto su presencia es relativa; esto correlaciona-
con los estudios realizados por Akerlun y Mardh (13).

Otra de las observaciones ¢n nuestro estudio fue el pleo-
morfismo que algunas cepas presentaron (tabla No. 2), pensa--
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- mos que pudo ser ‘debido al incremento de €0, al que fue someti
da la bacteria. Aparec16 también una ccpa que mostré cierta --

p]eorreactiv1dad al Gram, apareciendo cocobacilos tefiidos lige

ramente gram positivos.

La prueba de la catalasa fue negativa en los 48 casos ~--
(487) en los que creci6 Gardnerella vaginalis, (tabla No. 1),
lo cual confirma una vez mds que este organismo carece de tan-
importante enzima, no pudiendo asf{ descomponer el peréxido de-
hidrégeno:

Tomando en cuenta los resultados del presente estudio, c3
be sefalar que la incidencia de vaginitis causada por Gardnere

11a vaginalis, fue muy notoria 487, en comparacién con 1a pre-
valencia de Candida que se aislé en un 82 y Trichomonas vagina
1is que no creci6é en ninguno de los casos estudiados, como ---
agente causal de vaginitis. Lo anterior se correlaciona con --
los estudios hechos por algunos autores (13), en cuyos resulta
dos aparece en mayor proporcifn el aislamiento de Gardnerella-
vaginalis, en comparaci6n a los aislamientos de otros agentes-
causales como levaduras o Trichomonas vaginalis.

TESIS CON
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Puesto f incidencia rgducida por Gard-
nerclla vagina]is,'es lmportuntc Yy u» de’los. princlpales obs-
t&cu1os para ‘su estudlo m1croh1016q1co ha ‘sido su aislamiento-

Lo 1dentificac16n en el laboratorio c1fnico de diagn6stico y au
_nado a 1a gran controversia sobre el ambiente de incubaci6n a-
los que deberdn de ser sometidos los cultivos, realizamos un -

Hestudlo comparativo para demostrar cudl de 1as condiciones at-
MBSféricas (aerobiosis, Co2 de 5% al 107 y anaerobiosis) resul
taba ser la m&s adecuada.

Conclufmos que ta atmGsfera de incubacidn anaer6bica es -
la m&s adecuada para el aislamiento de Gardnerella vaginalis,-
dado que obtuvimos 28 casos (58%) de los 48 totales cn los que
crecid 1a bacteria, de 1o0s cuales 18 (381) crecieron también -
en 5% a 107 de co, y aergbiosis y los 10 restantes (20%) cre--
cieron en anaerobiosis estricta.

Sus ventajas fueron, primero que existen cepas anaerdbi--
cas estrictas de este organismo (2), las cuales no desarrolla-
rfan en aerobiosis o en 5% a 101 de coz. y segundo por el tama
o de las colonias aisladas cuyo didwmetro alcanzd los 2.0 mm.,
Yo cual favorece su identificaci6n y utilizacidén por el lahora
torista para las pruebas posteriores. Ademds e) método que se-
celigié, el de Carlkist (17,18) es accesible para cualquicr la-
boratorio ya que ofrece buenos resultados.

l.a atmdésfera de 5% a 101 de COZ' se considera buena ya --
que incrementa el desarrollo de Gardneralla vaginatis,el dnico
inconveniente serfa, que las cepas anaerébicas no crecieran en
estas condiciones atmosféricas, pudiéndose reportar al médico-
un aislamiento ncgativo, 10 que provocarfa errores en cCuanto-
al diagnéstico etiolénico.

Defiritivamerte la incubacién aerébica no se recomienda -
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tudio fue la menos efectiva, en estas condiciones obtuvimos 18

"casos (38%) de los 48 totales. Otra de sus desventajas fue que
se obtuvieron colonias muy pequefas de un ranqgo de menor de --
0.5 mm. hasta 1.0 mm., 1o que acarrea dificultades para su pos
terior identificacién.

Se puede considerar que la presencia de lteucocitos poli--
morfonucleares (PMN) y cocobacilos qram negativos (CBGN), en -
diferentes proporciones en 1os frotis del exudado vaginal fue-
ron dos pardmetros que mostraron alguna relacifn con el aisla-
miento de Gardnerella vaginalis, ya que leucocitos PMN apare--
‘cieron en el 901 de los frotis y cocobacilos gram negativos --
(CBGN) se observaron en el 841 de los frotis (tabla No. 3).

La presencia de células “clue” en los frotis del exudado-
vaginal es un pardmetro que se puede evaluar cowo relativo ya-
que en s6l1o ocho casos (17%) se pudieron observar.

E1 pleomorfismo presentado por algunas cepas (20%) puede-
correlacionarse con los incrementos de CO2 ya que las cepas -
que mostraron dicha caracterfstica en su mayorfa (147) fueron-
aisladas en condiciones de 57 a 1071 de CO2 y anaerobiosis es--
tricta (tabla Mo. 2).

Una vez m&s se confirma que Gardnerella vaginalis carece-
de Ja enzima catalasa ya que el 100X de los casos en 1o0s que -
se ats16 la bacteria fueron catalasa negativos,

Creemos que buscar los requerimientos tanto nutritivos co
mo candiciones de incubacifn para el mejor desarrollo de Gard-
ncrella vaginalis es de gran ayuda para un bucn aislamicnto. -
Esperamos que este trabajo pueda aportar datos gue pudieran --
ser tomados en cuenta por ¢l laboratorio clfnico de diagné6sti-
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