ARTICULOS ORIGINALES ENF INF MICROBIOL 2018 38 (1): 6-11

Martinez Romero, Aurora*

Ortega Sénchez, José Luis**
Cervantes Flores, Maribel***

Urtiz Estrada, Norma***

Herndndez Gonzdlez, Sandra Isabel*
Alba Romero, José de JesUs*
Cervantes de Avila, Lilian A*

Aislamiento de microorganismos de casos | Isolation of microorganisms from
clinicos de infeccién vaginal y su | clinical cases of vaginal infection and
susceptibilidad antibacteriana | its antimicrobial susceptibility

Fecha de aceptacién: diciembre 2017

Resumen

El anélisis bacterioldgico de la secrecion genital permite aislar e identificar los microorganismos potencialmente respon-
sables de infeccién en el conducto vaginal. El objetivo de esta investigacién fue conocer la susceptibilidad antibacteriana
de los microorganismos aislados de casos clinicos de infeccion vaginal.

MATERIAL Y METODOS. Se hizo un muestreo consecutivo de 388 casos clinicos de pacientes con infeccién vaginal que
acudieron al Servicio de Bacteriologia. Se realiz6 el andlisis en fresco, la tincién Gram y se sembraron en medios de cultivo
especificos, asi como el Mueller-Hilton para la sensibilidad.

RESULTADOS. Se identificaron C. albicans en 6%, C. glabrata en 2%, C. lucitaniae en 1% vy C. tropicalis en 1%:; S. aureus
en 6%, S. epidermidis en 5% y S. haemolyticus en 3%; Enterococcus faecalis en 6%; Escherichia coli en 25%; Kleb-
siella pneumoniae en 5% y en 36% de las muestras se aislaron otros microorganismos. Con C. albicans, C. glabrata y
C. lucitaniae se obtuvo una sensibilidad a caspofungina en 100%. S. aureus fue sensible a gentamicina, levofloxacino,
linezolid, moxifloxacino, nitrofurantoina, oxaciclina, quinuspristina, rifampicina, tigeciclina, trimetropima/sulfametoxazol y
vancomicina en 100%. S. epidermidis y S. haemolyticus fue sensible a linezolid, nitrofurantoina, quinuspristina, rifampi-
cina, tigeciclina en 100%. Enterococcus feacalis sensible 100% a linezolid, £. coli y K. pneumoniae sensible a ertapenem
y meropenem en 100%.

CONCLUSIONES. Los géneros Staphylococcus, Candida y E.coli fueron los aislamientos mas comunes.
Palabras clave: vaginitis, Escherichia coli, Candida albicans, enterobacterias.

Abstract

BACKGROUND. The bacteriological analysis of genital secretion helps isolate and identify the microorganisms responsible
for infection in the vaginal canal. The objective of this research was to determine the antimicrobial susceptibility of micro-
organisms isolated from clinical cases of vaginal infection.

MATERIALS AND METHODS. Consecutive sampling of 388 clinical cases of patients with vaginal infection who attended the
bacteriology service was carried out. Fresh analysis, Gram stain was performed and they were seeded in specific culture
media, as well as the Mueller-Hilton for sensitivity.

RESULTS. C. albicans was identified in 6% of samples, C. glabrata in 2%, C. lucitaniae 1% and C. tropicalis 1%; S. aureus
6%, S. epidermidis 5% and S. haemolyticus 3%; Enterococcus faecalis 6%; Escherichia coli 25%:; Klebsiella pneumoniae
5% and in 36% of the samples other microorganisms were isolated. Isolates of C. albicans, C. glabrata and C. /ucitaniae had
a 100% caspofungin sensitivity. S. aureus was sensitive to gentamicin, levofloxacin, linezolid, moxifloxacin, nitrofurantoin,
oxacicline, quinuspristine, rifampin, tigecycline, trimethoprim/sulfamethoxazole and vancomycin in 100%. S. epidermidis
and S. haemolyticus were 100% sensitive to linezolid, nitrofurantoin, quinuspristine, rifampicin, tigecycline. Enterococcus
feacalis was 100% sensitive to linezolid. E. col/i and K. pneumoniae were 100% sensitive to ertapenem and meropenem.

CONCLUSIONS. The genera Staphylococcus, Candida and E. coli were the most common isolates.
Keywords: vaginitis, Escherichia coli, Candida albicans, enterobacteria.
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Infroduccioén

El andlisis bacterioldgico de la secrecién genital permite
aislar e identificar los microorganismos responsables de
infeccion en el conducto vaginal, el cual se extiende desde
el introito hasta el cérvix, estd recubierto de un epitelio
poliestratificado sin capa cérnea que constituye un ecosis-
tema complejo y muy sensible a numerosas influencias. La
presencia de células superficiales en las extensiones de flujo
vaginal es directamente proporcional a la tasa estrogénica.
Una gran cantidad de glucdgeno se encuentra en las células
vaginales.'

La vagina sana de una mujer durante sus afnos re-
productivos consiste predominantemente de lactobacilos
tipo bacilo de Doderlein y corinebacterias acidéfilas, aunque
también pueden coexistir otros microorganismos, pero la
produccion de &cido lactico resultado de la fermentacion del
glucogeno reduce el pH vaginal, lo cual limita el crecimiento
de otras muchas especies. Por lo tanto, la acidez vaginal
constituye un mecanismo protector procedente de la mul-
tiplicacién de la flora que ella misma favorece, dependiente
de la concentracion de glucégeno y éste de la secrecion
estrogénica, que provoca un crecimiento epitelial que a su
vez permite la existencia de un medio marcadamente acido.
La produccion de H,O, por esta flora limita la microflora anae-
robia, y la unién de los micropili bacterianos a las células de
la pared vaginal interfiere la adherencia de otros gérmenes.?

La presencia de sustancias con actividad antibacte-
riana en el trasudado vaginal (lisozima, lactoferrina, zinc, fibro-
nectina, complemento) constituye un segundo mecanismo
de defensa del medio vaginal. La modificacién de la acidez
también se puede producir sin destruir la flora mediante el
aporte de secreciones alcalinas, como las de las glandulas
cervicales, o por el flujo sanguineo menstrual alcalino que
también contiene detritus celulares, que ademas de disminuir
el pH vaginal, aporta un medio de cultivo enriquecido para
muchas bacterias. Durante el coito, con la excitacion sexual se
promueve el trasudado vaginal como lubricante, que es alca-
lino, y la deposicion intravaginal del eyaculado, el tamponado
alcalino, precisamente para proteger a los espermatozoides
del medio vaginal acido, aumenta el pH vaginal desde 3.8 a
4.2 hasta 6 a 7 durante unas dos horas, volviendo progresi-
vamente a la acidez en unas ocho horas. La frecuencia coital
alta puede elevar el pH durante largos periodos, permitiendo
el desarrollo de flora no habitual. El uso de duchas vaginales
alcalinas (bicarbonato) o no acidas tiene un efecto similar.®

La vaginosis bacteriana y la candidosis urogenital son
las causas mas frecuentes de tratamiento médico y pueden
ser indicadoras de otros problemas de salud publica; sélo
en algunos casos la vaginosis bacteriana se establece como
una infeccién de transmision sexual.* En la dltima década su
incidencia se ha relacionado con el movimiento poblacional,
crecimiento de &reas urbanas, desarrollo de zonas turisticas,
drogadiccién y alcoholismo.

La candidiasis vulvovaginal (CVV) continla siendo un
problema en todo el mundo, y afecta a todos los estratos
sociales. Candidiasis es el término aplicado al conjunto de
enfermedades producidas por el género Candida, diferentes
especies de Céndida spp. producen una amplia variedad
de enfermedades, desde infecciones mucocutaneas leves

AISLAMIENTO DE MICROORGANISMOS DE CASOS CLINICOS DE INFECCION VAGINAL

hasta formas diseminadas graves, con posible afeccion de
cualquier érgano o sistema.®

Candida es un hongo dimorfo que puede encontrarse
en dos diferentes estados: blastoconidios, que constituyen el
fenotipo para la extension, diseminacion y transmision; y los
pseudomicelios, con capacidad invasora tisular y ocasiona la
sintomatologia propia de la infeccién. Aunque se han comu-
nicado unas 200 especies de Candida, sélo 10 se han des-
crito asociadas a enfermedad. La més frecuente es Candida
albicans, que supone entre 60 y 80% del total causante de
enfermedad;® C. glabrata es la segunda especie mas comun
(entre 5y 15%). Otras especies detectadas en infecciones
ginecolégicas con menos frecuencia son C. tropicalis, C.
pseudotropicalis y C. krusel; se ha observado un aumento
significativo en la deteccién de especies no C. albicans y una
mayor tasa de recurrencias de los episodios de vulvovaginitis.
Las levaduras del género Candida son agentes oportunistas
que causan infecciones superficiales y profundas. Las afec-
ciones mas frecuentes son cutdneo-mucosas.’ La cw afecta
a entre 70 y 75% de mujeres en edad fértil, y se estima que
entre 40 y 50% experimentara recurrencia. Se calcula que, en
promedio, 20% (10 a 80%) de las mujeres sanas asintomati-
cas estéa colonizada por Candida.

Aungue la CVV es monomicrobiana, su causa es multi-
factorial. Aspectos genéticos (polimorfismos en grupo san-
guineo), hormonales, antibacterianos, edad, actividad sexual,
diabetes mellitus y causas idiopaticas predisponen la colo-
nizacién y desarrollo de CVV. La Candida puede adquirirse a
partir del reservorio intestinal, por contacto sexual y por re-
caida después de un tratamiento que no erradico la levadura.®
El pH (4.0-4.5) vaginal es distinto en cada momento y etapa
de la vida de la mujer, y asi podemos puntualizar que si no
conocemos el periodo menstrual, o si se estd embarazada,
de poco podré valer la determinacién del pH vaginal. Pero si,
contrariamente, unimos su valor al momento y circunstancia
concretos, el interés clinico serd muy importante.®

Durante su coevolucion con el ser humano, Escherichia
coli ha desarrollado una gran capacidad para generar combi-
naciones de genes de virulencia, aumentando su capacidad
para colonizar diferentes hébitats. Los genes de virulencia que
se han identificado por Pcr en cepas de £. coli aisladas de pa-
cientes con vaginitis son papC, hly, iucC, afa, fimH, neuC, sfa/
foc, cnfl, usp e ibeA."® Actualmente se acepta que existen dos
grupos de variedades patogénicas de E. coli: los asociados
a infecciones diarreogénicas y aquellos que ejercen su pato-
genicidad de modo extraintestinal. Se considera relevante
investigar las cepas de £. coli aisladas desde cultivos mono-
microbianos considerando que es el Unico agente aislado de
muijeres con sintomas de infeccién vaginal.”

Las bacterias se presentan en tres formas generales:
organismos esféricos llamados cocos, en forma de bastonci-
llo (bacilos), y helicoidales o de tirabuzdn (espirilas).™

Staphylococcus aureus es una bacteria anaerobia fa-
cultativa, Gram positiva, productora de coagulasa, catalasa,
inmovil y no esporulada que se encuentra ampliamente dis-
tribuida por todo el mundo.

Con frecuencia se encuentra la infeccién de la vagina
por tricomonas, monilias y los organismos piocécicos. Este
problema se presenta en el periodo preadolescente y en los
afos de la vida reproductiva.’ La mayoria de la infecciones
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por C. albicans son de origen enddgeno, a partir del mismo
individuo, pero existe la transmisién persona a persona,
como en el caso de los recién nacidos que se infectan al
pasar por el canal vaginal de una madre infectada, y de la
balanitis adquirida por contacto sexual.

En la presente investigacién el objetivo fue conocer
la susceptibilidad antibacteriana de los microorganismos
aislados de casos clinicos de infecciéon vaginal.

Materiales y métodos

Se trata de un estudio observacional, prospectivo y des-
criptivo. Se realizé en el Laboratorio de Investigacion de la
Facultad de Ciencias Quimicas en Gémez Palacio, de la Uni-
versidad Juarez del Estado de Durango, y en una institucién
privada de Torredn, Coahuila, durante el periodo de febrero
a abril de 2016. El muestreo fue consecutivo de 388 casos
clinicos de pacientes con infeccion vaginal que acudieron
al Servicio de Bacteriologia. Dentro del cuadro clinico se
presentaron principalmente secrecién homogénea, mal olor
vaginal, aumento en la produccidén de aminas y prurito.

Procesamiento de muestras

Las muestras se recolectaron en medio de transporte de
Stuart-Amies. Se realizé el examen en fresco en el cual se
observaron leucocitos, células epiteliales, bacterias, leva-
duras o el parasito Trichomona vaginalis. La identificacién
microbiolédgica de los aislados clinicos se confirmé utilizando
técnicas microbioldgicas: morfologia colonial y celular, afini-
dad tintorial (tincién de Gram).™

Examen microscépico, cultivo e

identificacion microbiana

Se hizo una extension del hisopo en portaobjetos. Para ais-
lamiento de enterobacterias se utilizdé el agar MacConkey
(BD® Germany) y para el género Staphylococcus se usé el
agar S-110 (Sigma-Aldrich® San Luis, Misuri, USA), prueba
de coagulasa en Agar sangre se evalud la capacidad hemo-
litica de cocos (+). El agar Thayer-Martin (BD® Germany)
para aislamiento de Neisseria, prueba de oxidasa. Para aisla-
miento de hongos (Candida) y levaduras se usé el agar Biggy
(BD® Germany), prueba de tubo germinativo con suero. Se
realizaron pruebas bioquimicas para la identificacion bacte-
riana, catalasa, oxidasa, fenilalanina, Voges Proskauer, rojo
de metilo, urea, 11, citrato, indol, movilidad, siM, camp, coagu-
lasa, bilis esculina, PR, y otras adicionales.™

Pruebas de sensibilidad

Se utilizé el medio Mueller-Hilton (Sigma-Aldrich® San Luis,
Misuri, USA) para evaluar la sensibilidad de cada agente etio-
l6gico. El método de difusion en agar (técnica de Kirby-Bauer)
empleando monodiscos de amikacina, amoxicilina-acido cla-
vulénico, ampicilina, cefalotina, cefepime, cefotaxima, ceftazi-
dima, ciprofloxacina, clindamicina, eritromicina, gentamicina,
imipenem, minociclina, oxacilina, piperacilina, piperacilina-ta-
zobactam, rifampicina, trimetoprima-sulfametoxazol, y vanco-
micina. Para deteccion de blee se utilizé el test de doble disco
(AB-Biodisk Piscataway, N.J.).16 El método empleado para el
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analisis de susceptibilidad antibacteriana fue un método cua-
litativo (disco difusion), procedimiento que permite clasificar
directamente un microorganismo como sensible o resistente.

Andlisis estadistico

El tratamiento de los datos se realizé aplicando la estadistica
descriptiva presentando las comparaciones de los resultados
obtenidos mediante una tabla de frecuencias y/o graficos
equivalentes, segun el software Statistical Package for Social
Sciences (spss).

Resultados y discusion

La hipétesis del presente estudio fue que en una infeccion
vaginal se pueden aislar diversos tipos de microorganismos y
es posible conocer su susceptibilidad bacteriana. Se realiza-
ron pruebas bioquimicas para la identificacion bacteriana. En
el cuadro 1 se observa la frecuencia de los microorganismos
identificados en aislados clinicos de los cultivos vaginales.
En las 388 pacientes con infecciéon vaginal dentro del género
Candida se aislaron las siguientes especies: C. albicans en
9.1%, C. glabrata en 2.8%, C. lucitaniae en 1.2%. C. tropicalis
en 1.2% vy C. parapsilosis en 0.4%. A través de la tincion de
Gram se valoraron las caracteristicas taxonémicas primarias
de los microorganismos, asi como la cantidad de leucocitos
polimorfonucleares y células epiteliales, tal hallazgo se ha re-
lacionado con la presencia de C. albicans en una cw inducida
por la migracion de polimorfonucleares a la vagina.'” En infec-
ciones ginecoldgicas, Higashide y colaboradores’ detectaron
C. tropicalis, C. pseudotropicalis y C. krusei, y resaltan que en
los Ultimos anos se ha producido un significativo aumento de
frecuencia de especies no C. albicans y una mayor tasa de
recurrencias de los episodios de vulvovaginitis. Las levaduras
del género Candida son agentes oportunistas que causan
infecciones superficiales y profundas, hasta ahora C. albicans
es la implicada en la mayoria de las patologias humanas. Las
afecciones mas frecuentes son cutdneo-mucosas. Reciente-
mente se identificd en mujeres infectadas con viH bajo terapia
antirretroviral, que en los casos con candidiasis vulvovaginal
C. albicans manifesté menor expresion de factores de virulen-
cia que en las mujeres no infectadas, debido a las condicio-
nes de estrés al cual estaba expuesta la levadura.” En lo que
respecta a la sensibilidad antimicrobiana del género Candida,
100% de los aislados fueron sensibles a la caspofungina.

Se aislé S. aureus en 11%, S. epidermidis en 8% y
S. haemolyticus en 5% (cuadro 1). En el estudio realizado
por MacPhee y colaboradores' encontraron que S. aureus
estaba colonizando el conducto vaginal y era més recurrente
durante el periodo menstrual, lo que sugiere la utilidad de
otorgar a la paciente tratamiento profilactico.

También se logré el aislamiento de Enterococcus fae-
calis en 6%, Escherichia coli en 25%, Klebsiella pneumoniae
en 5% y otros en 36% de las muestras (cuadro 1). Lobos y
colaboradores' aislaron 146 cepas de £. coli a partir de cul-
tivos monomicrobianos obtenidos de mujeres con sintomas
de infeccién vaginal, y determinaron la presencia de genes
de virulencia de cepas extraintestinales. Ghartey y colabora-
dores," analizando el microbioma de cultivos vaginales con
cuadro clinico de secrecién vaginal abundante, encontraron
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gran cantidad de Lactobacillus crispatus contribuyendo
comunmente con £. coli; ese estudio se realizé en mujeres
embarazadas en etapa de nacimiento en pretérmino. En otros
casos similares se aislé E. coli que se encontraba colonizando
la vagina, causando infeccion obstétrica.?

En el cuadro 2 se presenta la evaluacién de la sensi-
bilidad de bacterias del género Staphylococcus: S. aureus, S.
epidermidis y S. haemolyticus, y en el cuadro 3 se puede ver

AISLAMIENTO DE MICROORGANISMOS DE CASOS CLINICOS DE INFECCION VAGINAL

la sensibilidad de las cepas de Enterococcus feacalis, E. coli y
Klebsiella pneumoniae spp. En otro estudio similar se observé
una resistencia elevada a trimetoprima-sulfametoxazol, y fue-
ron sensibles a cefotaxima, moxifloxacino y ciprofloxacino.™

Se recomienda dar valor clinico a los aislamientos de
E. coli y Staphylococcus sp. que en muchas ocasiones son
considerados como no patégenos o no responsables de la
infeccion vulvovaginal.

Cuadro 1
Frecuencia de aislamiento de microorganismos en mujeres con vulvovaginitis
Variable (microorganismo) | Frecuencia %
C. albicans 23 9.1
C. glabrata 7 2.8
C. lucitaniae 3 1.2
C. parapsilosis 1 0.4
C. tropicalis 3 1.2
S. aureus 28 11.06
S. epidermidis 20 7.9
S. haemolyticus 13 5.14
E. feacalis 38 15.0
E. coli 98 38.7
K. pneumoniae 19 7.5
Otros 135 36.4
Total 388 100
Cuadro 2
Evaluacién de la sensibilidad de aislamientos del género Staphylococcus
Staphylococcus Staphylococcus Staphylococcus
aureus epidermidis haemolyticus
Antibistico (28) (20) (13)
s Total s Total s Total
Gentamicina 100% 28 60% 20 85% 13
Levofloxacino 100% 28 45% 20 62% 13
Linezolid 100% 28 100% 20 100% 13
Moxifloxacino 100% 28 90% 20 85% 13
Nitrofurantoina 100% 28 100% 20 100% 13
Oxacilina 100% 28 15% 20 38% 13
Quinuspristina/dalfopristina 100% 28 100% 20 100% 13
Resistencia inducible a clindamicina 82% 28 90% 20 85% 13
Rifampicina 100% 28 100% 20 100% 13
Tetraciclina 75% 28 55% 20 77% 13
Tigeciclina 100% 28 100% 20 100% 13
Trimetoprima/sulfametoxazol 100% 28 65% 20 77% 13
Vancomicina 100% 28 100% 20 1005 13

Numero de aislamientos de Candida que pertenecen a diferentes grupos (total) y son resistentes a diversos antibiéticos (*s) susceptibilidad

Enfermedades Infecciosas y Microbiologia, vol. 38, nim. 1, enero-marzo 2018



10

ARTICULOS ORIGINALES

ENF INF MICROBIOL 2018 38 (1): 6-11

Sensibilidad obtenida de las cepas aisli:luo(ldc;c; interobacferias y Enterococcus faecalis
Enterococcus Escherichia Klebsiella
faecalis coli pneumoniae
Antibioético (38) (98) (19)
S Total s Total s Total

Ertapenem 100% 98 100% 19
Estreptomicina de nivel alto (sinergia) 66% 38

Gentamicina 66% 98 74% 19
Gentamicina de nivel alto (sinergia) 47% 38
Levofloxacino 63% 38
Linezolid 100% 38

Meropenem 100% 98 100% 19
Moxifloxacino 63% 38

Nitrofurantoina 95% 38 94% 98 16% 16

Piperaciclina/tazobactina 88% 98 89% 16
Tetraciclina 1% 38

Tigeciclina 100% 38 100% 98 68% 16

Tobramicina 61% 98 63% 16

Trimetroprima/sulfametoxazol 40% 98 53% 16
Vancomicina 100% 38

Numero de aislamientos de Candida que pertenecen a diferentes grupos (total) y son resistentes a diversos antibidticos
(*s) susceptibilidad.
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