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	Resumen

	Las infecciones de la vagina son el resultado de un conjunto de factores tanto externos como internos que alteran la microbiota vaginal. Objetivo determinar la alteración de la microbiota vaginal en mujeres en edad reproductiva que acudieron a consulta ginecológica en el IPASME-Mérida-Venezuela, así como establecer la relación de algunas variables clínicas, microbiológicas y factores de riesgos con los diferentes tipos de entidades clínicas. Se realizó un estudio descriptivo de corte transversal en 40 mujeres a quienes se les hizo una entrevista según un cuestionario estructurado y un examen ginecológico. El diagnóstico clínico y microbiológico de vaginosis bacteriana, se realizó mediante los criterios de Amsel y mediante la evaluación, según los criterios de Nugent del extendido teñido con la coloración de Gram. El 47,5 % de las mujeres presentaron microbiota vaginal alterada, con una prevalencia del 30% de vaginosis bacteriana, seguida de un 10 % de vulvovaginitis candidiásica y 6.5 % de tricomoniasis. Se encontró una relación estadísticamente significativa (p< 0,05) entre la vaginosis bacteriana y los criterios de Amsel. El extendido de la secreción vaginal, teñido con la coloración de Gram confirmó el diagnóstico de vaginosis bacteriana.

	Palabras claves: microbiota, vaginosis bacteriana, candidiasis, tricomoniasis, Gram, examen ginecológico.

	Abstract

	Vaginal Infections are the result of a set of external and internal factors that alter the vaginal microbiota. Objective to determine the alteration of the vaginal microbiota in women of reproductive age who attended a gynecological consultation at the IPASME-Mérida -Venezuela, as well as establishing the relationship of some clinical and microbiological variables and risk factors with the different types of clinical entities. A descriptive cross-sectional study was carried out in 40 women who were interviewed according to a structured questionnaire and a gynecological examination. The clinical and microbiological diagnosis of bacterial vaginosis was made using the Amsel criteria and by evaluation, according to the Nugent criteria, of the smear stained with the Gram stain. 47.5% of the women presented altered vaginal microbiota, with a 30% prevalence of bacterial vaginosis, followed by 10% of candidal vulvovaginitis and 6.5% of trichomoniasis. A statistically significant relationship (p <0.05) was found between bacterial vaginosis and the Amsel criteria. The smear of vaginal discharge, stained with the Gram stain, confirmed the diagnosis of bacterial vaginosis.

	Keywords: microbiota, bacterial vaginosis, candidiasis, trichomoniasis, Gram, gynecological examination.
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	Introducción

	La microbiota vaginal es el conjunto de los microorganismos que habitan en la vagina, y está formada por más de 250 especies bacterianas, constituyendo la principal línea de defensa contra la colonización de patógenos oportunistas. Aunque antes de la menarquía predomina una combinación de microbiota intestinal y cutánea, debido a los efectos de los estrógenos y progestágenos una vez iniciada la vida fértil de la mujer, empieza a proliferar en el tracto genital la especie que predominará hasta la menopausia: Lactobacillus, de la que se conocen más de 120 subtipos diferentes, y que aportará protección en la salud sexual y reproductiva de la mujer (1).

	Las infecciones de la vagina son el resultado de un conjunto de factores tanto externos como internos que alteran la microbiota vaginal. Entre los factores internos está la alteración del microambiente vaginal y del PH pues la acidez vaginal, dada por los lactobacilos, evita el crecimiento de otros microorganismos y mantiene la microbiota estable (2). Entre los factores externos se encuentran la actividad sexual no protegida con condón, múltiples parejas sexuales o una nueva pareja sexual, consumo de tabaco, duchas vaginales, deficiencias del sistema inmunológico, diabetes, entre otros. Estos factores generan un desequilibrio al ecosistema y producen un crecimiento rápido de otros microorganismos patógenos, lo que puede conllevar a un aumento de los desechos metabólicos y disminución de la capacidad de la microbiota vaginal normal para inhibir el crecimiento de bacterias aerobias y anaerobias generando, a su vez, aumento de flujo vaginal, mal olor, inflamación e irritación (3,4,5).

	La leucorrea es uno de los principales motivos de consulta ginecológica en mujeres de todas las edades, tanto activas sexualmente como en las inactivas, causando en muchos casos, una gran molestia para la paciente, además, suele acompañarse de otros síntomas como prurito, disuria y dispareunia (3).

	La vaginosis bacteriana (VB) es la infección vaginal más frecuente, constituyendo un problema de salud pública por su asociación con patología obstétrica y ginecológica y el riesgo significativo de adquirir infecciones de transmisión sexual (ITS) (6). Se caracteriza por ser un síndrome infeccioso polimicrobiano en el cual existe una alteración del equilibrio dinámico del ecosistema vaginal, con disminución de Lactobacilos y predominio de Gardnerella vaginalis, bacterias anaerobias, y presencia de células claves (6).

	Tomando en cuenta los síntomas que se presentan en las mujeres con VB el diagnóstico se basa considerando por lo menos 3 de los siguientes criterios clínicos descritos por Amsel y col. (7) secreción vaginal homogénea, blanquecino o grisáceo que puede estar presente en cantidad variable, secreción que se adhiere fácilmente a la pared vaginal y emite un olor fétido (olor amino) producto de la adición de 10% de KOH; la presencia de células clave y un aumento del pH de las secreciones vaginales mayor a 4.5.  

	Además del examen clínico, el examen directo de la secreción vaginal teñido con la coloración de Gram, evaluada por el sistema de Nugent y col. (8) permite valorar y registrar la cantidad de los distintos morfotipos de las bacterias presentes en la vagina. Esta metodología consiste en asignar un puntaje que va del 0 al 10 en la escala de evaluación de la microbiota vaginal; esta escala cuantifica los siguientes morfotipos bacterianos: bacilos rectos Gram positivos (Lactobacillus sp.), bacilos pequeños Gram negativos (G. vaginalis) y bacilos Gram negativos curvos (Mobiluncus sp.). Se considera una herramienta sencilla y asequible para confirmar el diagnóstico de VB en cualquier laboratorio clínico.

	Por lo antes expuesto, el objetivo del presente estudio fue determinar la alteración de la microbiota vaginal en mujeres en edad fértil que asisten a consulta ginecológica en el Instituto de Prevención y Asistencia Social del Ministerio de Educación del estado Mérida (IPASME-ME).

	Métodos

	Tipo y diseño de la investigación: se realizó un estudio de tipo descriptivo de corte transversal.

	Población: el grupo de estudio estuvo representado por mujeres que asistieron a la consulta ginecológica en el IPASME-ME en el período entre 10 de febrero de 2018 al 15 de marzo de 2018.

	Muestra: estuvo representada por 40 mujeres que asistieron a la consulta ginecológica en el IPASME-ME.

	Criterios de inclusión: mujeres en edad reproductiva de 18 a 45 años, con /o sin sintomatología, que aprobaron su participación en dicha investigación a través de un consentimiento firmado.

	Criterios de exclusión: pacientes que presenten sangrado genital durante el examen y aquellas que refieran uso de cremas, óvulos vaginales, duchas vaginales y en las últimas 72 horas.

	Técnica de recolección de datos: para la recolección de los datos se aplicó una ficha epidemiológica previamente diseñada, con un formato con las variables de interés.

	Las muestras fueron procesadas en el laboratorio de investigaciones en Bacteriología “Roberto Gabaldón”. Departamento de Microbiología y Parasitología. Facultad de Farmacia y Bioanálisis. Universidad de Los Andes. Mérida. Venezuela.

	Metodología:

	La toma de muestras fue realizada por el médico en el consultorio, utilizando un espéculo estéril se tomaron muestras de secreción del fondo de saco vaginal, introduciendo secuencialmente 3 hisopos estériles. El primero de ellos, se colocó en un tubo con 1 ml de solución salina fisiológica estéril para el examen directo en fresco, el segundo se utilizó para realizar frotis de secreción vaginal para su teñido con la coloración de Gram y el tercer hisopo para la determinación del pH. Además, con la muestra presente en el espéculo se realizó el test de aminas.

	Las muestras se transportaron al laboratorio antes de cumplirse 2h desde la obtención de la misma.

	Para el diagnóstico clínico de VB se tomaron en cuenta por lo menos tres de los criterios descritos por Amsel y col. (7). Presencia de flujo vaginal abundante y homogéneo, prueba de aminas positiva utilizando hidróxido de potasio al 10%, pH vaginal mayor de 4,5 y observación al microscopio de células claves.

	Para la determinación del pH de la secreción vaginal la muestra se impregnó en una tira de papel de pH, se esperó 10 segundos para observar el cambio de color del indicador.

	La prueba de Aminas volátiles de la secreción vaginal se realizó con el flujo vaginal residual contenido en el espéculo utilizado en la paciente, agregando 5 gotas de hidróxido de potasio al 10%, se esperó 10 segundos hasta detectar el olor característico.

	Para el examen directo al fresco, la secreción suspendida en solución salina se centrifugó durante 10 minutos a 1500 rpm y el sedimento se colocó entre lámina y laminilla para observar con objetivo de 40X la presencia de Trichomonas, células claves, levaduras y leucocitos polimorfonucleares.

	El frotis teñido con la coloración de Gram se utilizó para valorar la flora bacteriana siguiendo los criterios de Nugent y col. (8), basados en la presencia de los siguientes morfotipos: bacilos de Döderlein, bacilos curvos Gram negativos o Gram variables y cocobacilos Gram negativos. También se valoró la presencia y cantidad de leucocitos PMN y de hifas, pseudohifas y blastoconidias.

	Análisis estadístico: para el análisis estadístico de los datos se utilizó el programa SPSS (Statistical Package for Social Sciences) versión 17.0.  El análisis descriptivo de los resultados se llevó a cabo a través de tablas. Se realizó el test de independencia basado en distribución de chi cuadrado para determinar la relación estadística entre la entidad clínica y los criterios de diagnóstico, edad de las pacientes y método anticonceptivo, tomando en cuenta un valor de p< 0.05 para evaluar la significancia de las variables relacionadas.

	9-Etanol 15 pases.

	Aspectos bioéticos: este estudio fue aprobado por el comité de bioética del Departamento de Microbiología y Parasitología. Facultad de Farmacia y Bioanálisis. Universidad de Los Andes y del IPASME-ME; los pacientes firmaron un consentimiento informado para participar en el estudio. Los datos obtenidos de los pacientes se manejaron con estricta confidencialidad. El procedimiento de toma de muestra fue realizado por personal médico calificado. La investigación se enmarca en los principios fundamentales de la bioética para las investigaciones médicas en seres humanos según la declaración de Helsinki.

	Resultados

	Se estudiaron un total de 40 mujeres que asistieron a consulta ginecológica en el IPASME-ME, desde el 10 de febrero de 2018 hasta el 15 de marzo de 2018.

	El intervalo de edad que más prevaleció entre dichas pacientes fue entre 20 a 35 años. Según la edad, las pacientes se clasificaron en menores de 20 años (30 %), entre 20-35 años (50 %) y > 35 años (20 %).

	El 52,5 % (21/40) del total de las pacientes presentó microbiota vaginal normal y el 47,5 % (19/40) presentó microbiota vaginal alterada, de la cuales se apreció que el 30% (12/40) presentaron VB, 10% (4/40) vulvovaginitis candidiásica, y 7,5% (3/40) tricomoniasis (Tabla 1).

	Tabla 1. Frecuencia de entidades clínicas.

	
		
				Entidad clínica

				N°

				(%)

		

		
				Vaginosis bacteriana

				12

				30,0

		

		
				Vulvovaginitis candidiásica,

				4

				10,0

		

		
				Tricomoniasis

				3

				7,5

		

		
				Ninguna

				21

				52,5

		

		
				Total

				40

				100,0

		

	

	Al evaluar los indicios clínicos propuestos por Amsel, se observa lo siguiente: pH mayor a 4,5 se encontró en 82,5% (33/40). Aspecto del flujo vaginal grumoso en 40 % (16/40), y homogéneo en 57,5 % (23/40). Test de aminas (positivo) en 30 % (12/40). Células claves (positivo) en 30 % (12/40) (Tabla 2).

	Tabla 2. Relación entre las pacientes que presentaron microbiota normal y alterada según el criterio de Amsel

	
		
				Criterio Clínico

				Parámetro

				N°

				%

		

		
				pH

				< 4,5

				7

				17,5

		

		
				≥ 4,5

				33

				82,5

		

		
				Aspecto del flujo vaginal

				Grumoso

				16

				40,0

		

		
				Homogéneo

				23

				57,5

		

		
				Fluido

				1

				2,5

		

		
				Test de aminas volátiles

				Negativo

				28

				70,0

		

		
				Positivo

				12

				30,0

		

		
				Células claves

				Presentes

				12

				30,0

		

		
				Ausentes

				28

				70,0

		

	

	 

	 

	 

	 

	 

	Concretamente, con respecto a la aplicación de los criterios clínicos de Amsel para el diagnóstico de VB, aparecen 12 casos positivos de esta entidad al cumplir tres de dichos criterios. Se encontró una relación estadísticamente significativa (p<0,05) entre la VB y presencia de células claves, pH >4.5; prueba de aminas positiva.

	El diagnóstico de VB y de otras entidades fue confirmado al evaluar el examen directo de la secreción vaginal teñido con la coloración de Gram y al observar la microbiota lactobacilar aumentada, representada por bacilos Gram positivos, en las pacientes con microbiota normal, y disminuida o ausente, asociada a cocobacilos Gram negativos o Gram variables, en las pacientes con VB (puntaje de Nugent ≥ 7). En estas pacientes, también se apreció la presencia de células claves (Figura 1).

	[image: Image]Figura 1. Frotis de secreción vaginal de paciente con VB teñido con Gram (Célula clave)

	Considerando la interpretación de los morfotipos observados en los frotis vaginales de la muestra estudiada, siguiendo el sistema de gradación de Nugent, el test se interpretó de la siguiente manera: puntaje 0 a 3, negativo para VB  55% (22/40); puntaje 4 a 6, microbiota vaginal alterada 25% (10/40); puntaje de 7 a 10, vaginosis bacteriana 20% (8/40) (Tabla 3).

	Tabla 3. Morfotipos siguiendo el sistema de gradación de Nugent

	
		
				Criterios de Nugent n=40

				Puntaje total de Nugent

				Total

		

		
				0-3 Negativo VB

				4-6 Microbiota vaginal alterada

				7-10 VB

				 

		

		
				Nº (%)

				Nº (%)

				Nº (%)

				Nº (%)

		

		
				0

				11 (27,5)

				0 (0)

				0 (0)

				11 (27,5)

		

		
				1

				9 (22,5)

				0 (0)

				0 (0)

				9 (22,5)

		

		
				3

				2 (5)

				0 (0)

				0 (0)

				2 (5,0)

		

		
				4

				0 (0)

				4 (10)

				0 (0)

				4 (10,0)

		

		
				5

				0 (0)

				4 (10)

				0 (0)

				4 (10,0)

		

		
				6

				0 (0)

				2 (5)

				0 (0)

				2 (5,0)

		

		
				7

				0 (0)

				0 (0)

				2 (5)

				2 (5,0)

		

		
				8

				0 (0)

				0 (0)

				6 (15)

				6 (15,0)

		

		
				Total

				22 (55)

				10 (25)

				8 (20)

				40 (100,0)

		

	

	 

	 

	En relación a la asociación de los factores de riesgo con las distintas entidades clínicas se observó que, de las 12 pacientes con vaginosis bacteriana, 15,8 % usaron DIU, 31,6 % anticonceptivo oral (ACO) y 15,8 % usaron preservativo; de las 4 pacientes con vulvovaginitis candidiásica, 15,8 % usaron ACO y 5,3 % el preservativo; asimismo, de las 3 pacientes con tricomoniasis, 10,5 % hicieron uso del DIU y 5,3 % ACO (Tabla 4).

	Tabla 4. Frecuencia de la entidad clínica de acuerdo al método anticonceptivo utilizado por las pacientes

	
		
				Método anticonceptivo

				Entidad clínica

				Total

		

		
				Vaginosis bacteriana

				Vulvovaginitis candidiásica

				Tricomoniasis

				 

		

		
				DIU

				 

				 

				 

				 

		

		
				Número de casos

				3

				0

				2

				5

		

		
				Porcentaje del total

				15,8

				0

				10,5

				26,3

		

		
				ACO

				 

				 

				 

				 

		

		
				Número de casos

				6

				3

				1

				10

		

		
				Porcentaje del total

				31,6

				15,8

				5,3

				52,7

		

		
				Preservativo

				 

				 

				 

				 

		

		
				Número de casos

				3

				1

				0

				4

		

		
				Porcentaje del total

				15,8

				5,3

				0,

				21,1

		

		
				Total

				 

				 

				 

				 

		

		
				Número de casos

				12

				5

				3

				19

		

		
				Porcentaje del total

				63,2

				21,1

				15,8

				100

		

	

	 

	En cuanto, al factor de riesgo, número de parejas sexuales se evidenció, que 57,9 % de las pacientes con VB tenían más de 1 pareja al igual que 15,8% de las pacientes con vulvovaginitis candidiásica y 10,5 % con tricomoniasis (Tabla 5).

	Tabla 5. Frecuencia de la entidad clínica de acuerdo al número de parejas sexuales

	
		
				Número de parejas sexuales

				Entidad clínica

				Total

		

		
				Vaginosis bacteriana

				Vulvovaginitis candidiásica

				Tricomoniasis

				 

		

		
				Una pareja

				 

				 

				 

				 

		

		
				Número de casos

				1

				1

				1

				3

		

		
				Porcentaje del total

				5,3

				5,3

				5,3

				15,8

		

		
				Más de una pareja

				 

				 

				 

				 

		

		
				Número de casos

				11

				3

				2

				16

		

		
				Porcentaje del total

				57,9

				15,8

				10,5

				84,2

		

		
				Total

				 

				 

				 

				 

		

		
				Número de casos

				12

				4

				3

				19

		

		
				Porcentaje del total

				63,2

				21,1

				15,8

				100,0

		

	

	 

	No se encontró una relación estadísticamente significativa entre las entidades clínicas y el uso de algún método anticonceptivo o el número de parejas sexuales de las pacientes para el momento de la toma de la muestra.

	Discusión

	La microbiota vaginal desempeña un papel importante en la prevención de la colonización por organismos patógenos, incluidos los agentes infecciosos de transmisión sexual y del tracto urinario, además actúa para mantener la salud reproductiva y ginecológica de la mujer. Al desaparecer el efecto protector se afecta negativamente la salud íntima de la mujer, en edad fértil, sin discriminar raza, estrato socioeconómico, nivel educativo u otros (9).

	De las 40 pacientes valoradas, 47,5% presentaron alteración de la microbiota vaginal, siendo VB la infección más frecuente seguida de vulvovaginitis candidiásica y tricomoniasis. Resultados que coinciden con los reportados en otros estudios nacionales e internacionales (10-15).

	Al relacionar las infecciones (VB, vulvovaginitis candidiásica y tricomoniasis) con la variable epidemiológica edad se encontró una mayor frecuencia en los grupos etarios entre 20-35 años con VB, ya que esta infección se presenta principalmente en mujeres en edad fértil y con mayor actividad sexual (12,16).

	 El análisis de los diferentes indicios clínicos (criterios de Amsel) de las pacientes con leucorrea permitió realizar el diagnóstico inicial de VB. La presencia de pH >4.5, presencia de células claves y la prueba de olor a aminas positiva estuvieron más frecuentemente asociados con VB.

	Por otro lado, en una investigación realizada por Merchán y col. (16) aplicando estos criterios, reportaron el test de aminas positivo, la presencia de flujo vaginal y células claves, como los principales relacionados con VB.

	En el presente estudio, en las pacientes con VB se observó como el indicador más frecuente el pH> 4.5, sin embargo, es importante considerar que la variación en el pH se puede producir por múltiples razones, por lo tanto, este signo por sí solo no es suficiente para efectuar el diagnóstico debe también tomarse en cuenta la presencia de otros parámetros como la prueba de KOH positiva y células claves (19), aunque debido a la frecuencia con la cual se informa y a que es económico y fácil de efectuar es de gran valor en los servicios de salud de bajos recursos.

	Cabe señalar, que para la detección de células clave en las muestras en fresco se requiere experiencia con el hallazgo de las mismas, además en muchos consultorios de hospitales, clínicas, no hay microscopios o son usados de manera infrecuente por lo que el test de aminas con hidróxido de potasio al 10% y un pH vaginal >4.5 efectuado al momento de la consulta facilitaría el diagnóstico clínico y la conducta del médico ginecólogo (16).

	Sánchez- Hernández y col. (17), han reportado reacción positiva a la prueba de KOH a pesar de no encontrar las células “clave” a la observación microscópica, lo que apoya que la prueba con KOH se considere de alta utilidad al momento de sospecha de VB, y el hallazgo de células “clave” deberá considerarse de baja frecuencia para el diagnóstico.

	De acuerdo a lo informado en varios estudios (16,17,18), se puede decir que los criterios de Amsel son  más subjetivos que la información aportada por la tinción de Gram para el diagnóstico de VB, e infecciones como la tricomoniasis pueden compartir algunas de esas características clínicas, de modo que podrían escapar falsos positivos en la evaluación de la población de estudio,  si bien es cierto que el método de Nugent es quizás menos empleado para el diagnóstico en la práctica diaria ha demostrado elevada sensibilidad y especificidad para la pesquisa de VB, esto sugiere que es el adecuado para ser utilizado en los servicios de salud locales (9,16).

	 El método de Nugent consiste en la evaluación de los morfotipos bacterianos presentes en la secreción vaginal después de una tinción de Gram. Durante la VB se puede observar una disminución de bacilos rectos Gram positivos compatibles con Lactobacillus, aumento de cocos y bacilos Gram variables, compatibles con Gardnerella, y de bacilos Gram negativos curvados (Mobiluncus), así como también células clave (células del epitelio vaginal con cocobacilos adheridos) y ausencia de leucocitos (9). Tomando en cuenta estas consideraciones se confirmó el diagnóstico de VB en este estudio.

	En Latinoamérica, también existe coincidencia relativa, tanto en la metodología, como en los resultados, al comparar con trabajos científicos previos, como el de López y col., (18) quienes encontraron una prevalencia de VB de 23,7 %, empleando la técnica con la coloración de Gram y los criterios de Nugent utilizados para el diagnóstico de VB.

	Asimismo, Mejía y col. (19) en Bogotá-Colombia, determinaron una prevalencia de VB del 39,6 %, concluyendo metodológicamente, que el diagnóstico microbiológico, incrementa su sensibilidad y especificidad al combinarlo con la prueba de aminas y el pH vaginal procedimiento empleado en la presente investigación. 

	En la actualidad se dispone de pruebas moleculares para el diagnóstico de VB. Aunque su costo es relativamente elevado, resultan rápidas, reproducibles y con una alta especificidad para identificar bacterias como Gardnerella (20). Sin embargo, el diagnóstico microbiológico, basado en el examen microscópico de la secreción vaginal, ha demostrado ser un método confiable, rápido y con una buena reproducibilidad y con una mejor relación costo-beneficio (21).

	En relación a la asociación de las tres infecciones con determinados factores de riesgos (nº de parejas sexuales y método anticonceptivo), haciendo referencia al número de pareja sexual, el hecho de tener más de una pareja se asoció en mayor grado en las tres entidades: VB, vulvovaginitis candidiásica y tricomoniasis, especialmente en la primera de ellas tal como se informan en otras investigaciones (5,18). En el caso del método anticonceptivo, el uso de ACO, se asoció al incremento de infecciones como VB y vulvovaginitis candidiásica.

	De acuerdo al uso del preservativo, hay un bajo grado de ocurrencia para VB y vulvovaginitis candidiásica, mientras que en tricomoniasis había inexistencia de la afectación con el uso del mismo. Estudios anteriores, habían informado la asociación del uso de condones con disminución del riesgo de VB (22,23), ya que se ha investigado el efecto de condones sobre la colonización vaginal por lactobacilos y concluyen que el uso constante de condones aumenta la colonización de Lactobacillus crispatus en la vagina y puede proteger contra VB.

	La VB fue la principal infección encontrada seguida de vulvovaginitis candidiásica y tricomoniasis. En los criterios de Amsel la presencia de pH vaginal mayor a 4.5%, células claves y la prueba de aminas positiva, se usaron para el diagnóstico clínico de la VB. Siendo los criterios de Nugent el método empleado para el diagnóstico microbiológico de VB. Es importante destacar que el diagnóstico correcto y oportuno de estas infecciones no debe basarse sólo en las características clínicas sino en la confirmación con métodos sencillos de laboratorio como la tinción de Gram evaluada por el sistema de Nugent.
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