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RESUMEN

La disbiosis vaginal es una condicion que ocurre cuando se altera el
equilibrio de la microbiota vaginal, afectando la salud de las mujeres debido a
cambios en la composicidn y proporcion de bacterias. El objetivo de este estudio
fue evaluar la frecuencia de disbiosis vaginal en mujeres atendidas en consulta
ginecologica en el Ambulatorio Roberto de Santis, Fundacién Rotary, en Puerto
Ordaz, Estado Bolivar, durante el periodo de octubre a diciembre de 2023,
utilizando la tincién de Gram. Se realiz6 un estudio descriptivo, de campo y de
corte transversal, analizando 55 muestras de secreciones vaginales mediante la
tincion de Gram y cultivos bacterioldgicos. Se determind que el rango de edad con
mayor frecuencia de asistencia ginecoldgica fue el de 40-49 afios representando el
40% de los casos. Predominaron flujos vaginales incoloros (36.36%),
heterogéneos (40%), sin olor (72.73%) y con un pH é&cido (90.91%). La
microbiota vaginal predominante fue en su totalidad por bacilos Gram positivos
tipo lactobacilos con un 49,09%, observado mediante la tincion de Gram. Sin
embargo mediante el crecimiento en cultivos bacteriologicos se determiné un
43,64% de cocos Gram positivos. Los analisis estadisticos revelaron una
correlacion, con coeficientes de 0.805 para Tau-b de Kendall y 0.814 para Rho de
Spearman, ambos con una significancia p < 0.001. Las pacientes sin factores
predisponentes mostraron una mayor incidencia de disbiosis vaginal. No obstante,
la menopausia, el uso de antibidticos y anticonceptivos se asociaron con casos de
disbiosis vaginal. Estos hallazgos resaltan la importancia de monitorear estos
factores en las consultas ginecoldgicas para prevenir y tratar adecuadamente la
disbiosis vaginal.

Palabras claves: microbiota vaginal, disbiosis vaginal, tincion de Gram
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INTRODUCCION

La vagina alberga de forma natural una gran variedad de especies
bacterianas que conforman la microbiota vaginal, este grupo es capaz de habitar
sin causar patologias, y a su vez mantiene en equilibrio el pH con el fin de generar
un ambiente saludable. Este conjunto de microorganismos estan conformados
principalmente por bacterias productoras de &cido lactico, conocidas como
lactobacilos (Ravel, et al., 2011).

La familia Lactobacillaceae se divide en 3 géneros: Paralactobacillus,
Pediococcus y Lactobacillus, el cual cuenta con 96 especies y 16 subespecies.
Los lactobacilos se caracterizan por ser bacterias Gram positivas, no esporuladas,
de formas variadas que van desde bacilos alargados, cortos, rectos, curvos e
incluso formas espirales, y poseen un catabolismo de los azlcares estrictamente
fermentativo, cuyo producto final es el acido lactico, el cual es producido en una
cantidad suficiente para mantener el pH de la vagina a un nivel acido que oscila
entre 3,5y 4,5 (Martin, et al., 2008).

La microbiota vaginal ha sido objeto de numerosas investigaciones desde
finales de siglo XIX, siendo en 1892 cuando el ginec6logo aleman Albert
Ddderlein describe la importancia de las bacterias productoras de acido lactico
para la inhibicion de bacterias anaerobias facultativas y descubre la presencia de
un bacilo vaginal el cual es nombrado en su honor. Por su parte, en 1895, el
investigador aleméan Kronig publica las primeras ilustraciones de secreciones
patoldgicas tefiidas con Gram y, es el primero en diferenciar los lactobacilos de
las bacterias anaerobias. Siguiendo sus pasos, en 1913 el Dr. Curtis cultiva el
lactobacilo el cual fue llamado posteriormente Mobiluncus curtisii, por los

investigadores Spiegel, y Roberts (Mendling, 2016).



Desde los principios del siglo XX se intentd clasificar la microbiota vaginal
segun el tipo de bacteria presente. En 1921, Robert Schrdder plantea categorizar la
microbiota vaginal en 3 tipos basados en su “grado de puridad”. Posteriormente,
en 1930, Ludwig Nirnberger coincide con la opinion de Ddderlein al proponer
que solo existen 2 tipos de microbiota vaginal: normal y anormal. Contrario a esta
opinion, en 1948, Otto Jirovec reclasifica la microbiota vaginal en 6 tipos que van

desde normal hasta diferentes tipos de disbiosis (Martin, et al., 2008).

Aunque quedd demostrado que los lactobacilos son el género dominante,
fue durante los afios 90 que mediante la aplicacion de técnicas taxondmicas
moleculares se descubrid que L. acidophilus no era el Unico presente en la
microbiota vaginal, por lo cual se tomé en cuenta la gran diversidad de especies
para establecer recientemente 6 vaginotipos (community state types) en funcion
de la especie bacteriana dominante (Ravel, et al., 2011).

Los mecanismos de accién de Lactobacillus spp. que mantienen el
ecosistema vaginal se basan en la produccion de compuestos antimicrobianos
como las bacteriocinas encargadas de inhibir la multiplicacion de bacterias
patdgenas, la coagregacion de microorganismos patdgenos con el fin de evitar su
adhesion al epitelio vaginal, la sintesis de mucina y acido lactico, el cual se forma
mediante la fermentacion del glucdgeno presente en el epitelio vaginal cuando es
expuesto a estrdgenos y da como resultado un pH acido junto con un aumento de
la viscosidad del flujo vaginal, lo cual dificulta el crecimiento y propagacion de

microorganismos perjudiciales (Chee, et al., 2020).

La composicion de la microbiota vaginal puede cambiar dependiendo de
diferentes factores que pueden causar una disminucién lactobacilar y tendencia a
la disbiosis. La eubiosis se observa cuando el ecosistema se encuentra en
equilibrio, y la disbiosis durante la situacion contraria, en la cual se pierde el
equilibrio entre las células de un organismo y las bacterias que lo habitan, ésta es

una condicion polimicrobiana caracterizada por la baja presencia de Lactobacillus



spp. y por el sobrecrecimiento de bacterias anaerobias (Domingo y Séanchez,
2018).

Existe una relacion mutua entre la fisiologia vaginal de la mujer y su
microbiota, esta relacion se ve afectada incluso por los cambios hormonales
fisiologicos que ocurren durante el ciclo menstrual, desde el nacimiento hasta la
posmenopausia, por ende, se entiende que la composicion de la microbiota
vaginal no es constante y presenta variaciones en respuesta a factores exogenos
(anticonceptivos, tabaquismo, duchas vaginales, relaciones sexuales recientes y
medicamentos como antibidticos) y enddgenos (menstruacién, embarazo,

posparto, menopausia, diabetes, edad y raza) (Hammerschlag, et al., 2020).

El ambiente vaginal varia durante la etapa reproductiva debido al ciclo
menstrual y las alteraciones hormonales, estos factores influyen en el grosor del
epitelio vaginal, la disponibilidad de glucdgeno y la disminucién de los niveles de
estrdgenos, lo que consecuentemente provoca la alteracion del pH y dificulta el
crecimiento de los lactobacilos (Lopes, et al., 2020). Durante el embarazo, la
microbiota fluctla relativamente o va cambiando cada trimestre, y cumple un
papel preventivo al mantener la salud vaginal durante el embarazo, lo que da
como resultado un parto a término. El desarrollo de disbiosis durante el embarazo
puede producir problemas gestacionales, parto prematuro, hipertension arterial y
desenlaces neonatales adversos, como las contracciones uterinas tempranas
(Mérquez, et al., 2023).

El uso de agentes antimicrobianos, especificamente antibioticos, conlleva la
capacidad de perturbar el equilibrio intrinseco de la microbiota vaginal,
manifestandose en una disminucién en el numero de lactobacilos y un incremento
en el pH vaginal. Igualmente ocurre con la llegada de la menopausia implica una
disminucion de estrogenos locales, lo que provoca cambios en la microbiota
vaginal, incluyendo la reduccion de lactobacilos, aumento de diversidad

microbiana y elevacion del pH vaginal (Mora, 2019).



Otro factor importante a tomar en cuenta durante el desarrollo de las
disbiosis es la diabetes, debido a que la hiperglucemia permanente en conjunto
con la disminucién de la inmunidad crean un entorno favorable para el
crecimiento de bacterias patdgenas. Las mujeres diabéticas puede tener mayor
riesgo de complicaciones como las infecciones del tracto urinario, vaginosis

bacteriana y candidiasis vaginal recurrente (Restoy, et al., 2006).

En las disbiosis vaginales la mujer puede presentar desde una forma
asintomatica de la infeccion, hasta notables manifestaciones clinicas; produciendo
aumento de secrecion vaginal, fetidez, disuria, dispareunia y en base al tipo de
microorganismo que predomine en la vagina. Los casos de vaginosis bacteriana
(VB) se han descrito como un sindrome que incluia varios sintomas de
inflamacién de la mucosa tales como la secrecion vaginal, prurito y ardor, con
ausencia de exudado leucocitario, enrojecimiento e hinchazén; por lo tanto, para
distinguirse de la vaginitis clasica, se denomind vaginosis. La vaginosis bacteriana
representa la infeccion vaginal mas frecuente en mujeres premenopausicas,
caracterizada por la disminucién de la poblacion de Lactobacillus spp. y el
aumento de otras bacterias anaerobias como Gardnerella vaginalis, Bacteroides
spp., Acinetobacter spp., Prevotella spp., Mobiluncus spp., Mycoplasma hominis,
y otras (Onderdonk, et al., 2016).

El diagnoéstico de este padecimiento se realiza mediante la presencia de 4
criterios clinicos establecidos por Amsel, la tincion de Gram y la escala Nugent.
Un diagnostico preciso debe incluir al menos tres de los siguientes criterios:
secrecion vaginal con un pH > 4,5, presencia de secrecion homogénea, olor a
amina volatil cuando la secrecion es tratada con una solucion de hidroxido de
potasio y presencia de células epiteliales escamosas recubiertas de bacterias
(células clave) (Onderdonk, et al., 2016).

Otro padecimiento derivado de la disbiosis vaginal es la candidiasis

vulvovaginal (CVV), la cual es una infeccién fungica ocasionada por levaduras



del genero Candida spp. que pueden extenderse desde los labios menores hasta los
labios mayores. Las especies que se asocian con esta patologia son C. glabrata, C.
Krusei, C. tropicalis y C. albicans, la cual se aisla en el 90% de los casos. Estos
microorganismos suelen provocar sintomas no especificos que incluyen: eritema
vulvar, prurito, ardor, flujo blanco grumoso y dolor. En este caso, la disbiosis
vaginal proporciona un entorno favorable para el crecimiento excesivo de Candida
spp., ya que las bacterias beneficiosas que normalmente mantienen bajo control a
los hongos pueden estar disminuidas. El diagnostico de CVV se puede realizar
mediante la exploracion fisica, cultivos para hongos y el examen microscopico
que permite la identificacion de hifas a través de frotis de las secreciones

cervicovaginales coloradas con Papanicolau (Pineda, 2016).

Por su parte, la vaginosis citolitica (VC) es una condicion patolégica menos
frecuente que se presenta en mujeres de edad reproductiva debido al
sobrecrecimiento de los lactobacilos, lo cual ocasiona un aumento en la cantidad
de &cido lactico y produce la consecuente disminucién del pH vaginal junto con la
aparicion de un cuadro clinico caracterizado por: prurito, flujo grueso y
blanquecino y, la presencia de dolor durante las relaciones sexuales, el cual se
intensifica durante la fase luteinica, desaparece con la menstruacion y reaparecer
pocos dias después. El diagnostico de este padecimiento se basa en el examen
directo del exudado el cual muestra abundantes lactobacilos sueltos y adheridos a
las células epiteliales rotas, con restos nucleares fuera de la célula, pH acido de
3,5 - 4,5, con ausencia 0 escasos leucocitos y cultivos negativos para hongos y

bacterias (Guevara, et al., 2011).

Dentro de este orden de ideas, la tincion de Gram permite identificar la
presencia y el tipo de bacterias que se encuentran desplazando a los lactobacilos,
alterando el pH y desencadenando la disbiosis vaginal. Los principios de la
tincion de Gram estan basados en la afinidad de la pared celular de las bacterias,
la cual le confiere propiedades determinantes a cada microorganismo. Es definida

como una tincion diferencial, ya que utiliza dos colorantes y clasifica a las



bacterias en dos grandes grupos: bacterias Gram negativas y bacterias Gram
positivas. Esta diferencia de tinciones se debe a la estructura de las paredes
celulares de ambos tipos de bacterias, siendo el caso de las bacterias Gram
positivas aquellas que tienen una pared gruesa e impermeable compuesta por
peptidoglucanos y polimeros. En cambio, las bacterias Gram negativas tienen una
capa delgada de peptidoglucanos mas una bicapa de lipoproteinas que se puede

deshacer con la decoloracion (Najar, et al., 2017).

En el estudio de las disbiosis vaginales, la tincion de Gram puede ser util,
debido a que permite visualizar y diferenciar bacterias presentes en la microbiota
vaginal. Permite la evaluacién de la cantidad relativa de diferentes tipos de
bacterias presentes en una muestra, asi como la morfologia de estas bacterias.
Ademas, puede ayudar en la identificacion de levaduras, como Candida spp.
Puede revelar cambios en la composicion de la microbiota vaginal, es decir, un
aumento en bacterias Gram-negativas, Gram-positivas o la presencia de patégenos
que pueden indicar un desequilibrio. Ayuda en el diagndstico de infecciones
vaginales y proporciona informacion, también puede utilizarse para evaluar la
efectividad de los tratamientos, ya que los cambios en respuesta a la tincion de
Gram pueden indicar una mejora 0 empeoramiento de la infeccion (Lopez, et al.,
2014).

En Costa Rica, Herndndez y Moraga, 2017, analizaron la presencia de
vaginosis bacteriana (VB) en 105 trabajadoras sexuales, mediante la tincion de
Gram. El 65% presentd VB, en donde, el grupo de menores de 40 afios presento la
mayor frecuencia de contactos sexuales (> 10/semana) y la mayor prevalencia de
VB. En este estudio, el hallazgo de bacterias curvas Gram negativas tuvo mayor
valor predictivo que la observacién de bacilos Gram negativos, pues solo los

primeros se correlacionaron estadisticamente con el diagnostico de VB.

En Mexico, Garcia y Chavez, 2010, realizaron un estudio de 100 muestras

de pacientes entre 15 y 45 afios de edad que acudieron a consulta privada



ginecoldgica. De las 100 muestras analizadas un 25% correspondié a mujeres
diabéticas que cursaban con vulvovaginitis, 20% a embarazadas que presentaban
vulvovaginitis y 40% a embarazadas diabéticas con vulvovaginitis. En las
pacientes embarazadas diabéticas se identificaron como agentes causales un 33%
de hongos, 6% de bacterias y un 1% de un hongo asociado con una bacteria. Los
microorganismos aislados mas frecuentemente fueron C. albicans y la mezcla de
C. albicans asociada con C. glabrata, lo cual confirma que el género Candida spp.
es el principal agente causal de la vulvovaginitis independientemente de los
cambios fisiolégicos y/o fisiopatoldgicos de las mujeres que cursan con embarazo
y/o diabetes.

En Italia, Campisciano, et al., 2021, llevaron a cabo un estudio en el que
evaluaron 985 pacientes sintomaticas no embarazadas inmunocompetentes,
mediante puntuacion de Nugent y qPCR para VB, vaginitis aerébica o flngica e
ITS ( Mycoplasmas spp., C. trachomatis, T. vaginalis y N. gonorrhoeae). Las
puntuaciones de Nugent 0-3 y 7-10 se confirmaron en el 99,3% y el 89,7% de los
casos, respectivamente, mediante gPCR. Entre las puntuaciones de Nugent 4 a 6
(VB parcial), la gPCR identifico el 46,1 % de los casos de VB, con el 37,3 % de
los casos negativos para VB y solo el 16,7 % de los casos de VB parcial. La
tincibn de Gram y la gPCR fueron discordantes (valor de p =0,0001)
principalmente en el BV parcial. La qPCR es més informativa y precisa, y su uso
como alternativa o en combinacion con la tincion de Gram podria ayudar a los
médicos a tener una vision general de la compleja microbiota vaginal y en la

interpretacion de la VB parcial que puede corresponder a vaginitis y/o ITS.

En Venezuela, Gonzélez, et al., 2006, estudiaron 136 pacientes sexualmente
activas que acudieron a la consulta ginecoldgica del Instituto de Prevencién y
Asistencia Social del Ministerio de Educacion (IPAS-ME), Estado Mérida. El
diagnostico clinico y microbiologico de VB y de otro tipo de flora vaginal, se
realizd6 mediante los criterios de Amsel, y la evaluacion segun los criterios de

Nugent y Donders, del extendido tefiido con la coloracion de Gram. De las 136



pacientes, 34 (25%) presentaron flora vaginal normal y 102 (75%) flora vaginal
alterada (VB en 25 %, vaginitis aerébica (VA) en 13.2%, candidosisvulvo-vaginal
11% y vaginosis citolitica (VC) 25.7%). El extendido de la secrecién vaginal,
teflido con la coloracion de Gram confirmé el diagndstico de VB vy la diferencio
de VA.

En Venezuela, Ramirez, et al., 2004, realizaron un estudio comparativo de
la exactitud diagnostica de varios métodos paraclinicos para el diagndstico de
vaginosis bacteriana (VB), se disefi6 un estudio que incluyé 101 mujeres que
acudieron a consulta externa o emergencia del departamento de Ginecologia y
Obstetricia del Hospital Chiquinquira, a quienes se les aplicaron los criterios de
Amsel como “estandar diagndstico clinico ideal” y se les tom6 una muestra de la
secrecion vaginal para la evaluacion de dos métodos: citologia vaginal y tincion
de Gram. La frecuencia de VB fue de 28 casos (27,72%). En todas las pruebas se
obtuvo buena sensibilidad (85,71%) y alto valor predictivo negativo (90,24 a
92%).

La tincion de Gram es una técnica valiosa en el estudio de las disbiosis
vaginales ya que permite una evaluacion rapida y diferenciada de la composicion
de la microbiota vaginal, lo cual que puede ser esencial para entender los
desequilibrios microbianos y su impacto en la salud vaginal. Por ende, los
esfuerzos de la presente investigacion estuvieron encaminados a evaluar la
frecuencia de disbiosis vaginal mediante la tincion de Gram, como una técnica
rapida de laboratorio microbioldgico, que ayude en el diagndstico temprano de las
alteraciones vaginales que aquejan a mujeres atendidas en consulta ginecoldgica.
Ambulatorio Roberto de Santis. Fundacion Rotary. Puerto Ordaz. Estado Bolivar,
Septiembre-Diciembre 2023.



JUSTIFICACION

Las disbiosis vaginales, se refieren a un desequilibrio en la microbiota
vaginal, es decir, el conjunto de microorganismos que colonizan la vagina
cumpliendo una funcién protectora, cuando la microbiota vaginal se desequilibra,
favorece el crecimiento de bacterias o hongos que pueden causar infecciones e
impactar negativamente en la salud reproductiva de las mujeres (Lev-Sagie, et al.,
2022).

La tincion de Gram, representa un método de diagnostico presuntivo para la
visualizacion y diferenciacion de los microorganismos (bacterias, hongos y
parasitos) presentes en una muestra de secrecion vaginal, asi como la descripcion
de los cambios en la composicion bacteriana y la deteccion de posibles

alteraciones en la microbiota vaginal. (Correa, 2023).

Estas alteraciones pueden causar infecciones y consecuencias significativas
gue puede ocasionar sintomas molestos (picor, irritacion, flujo vaginal anormal,
mal olor, dolor), afectando la salud sexual, reproductiva, embarazos y provocar
partos prematuros. Es necesario conocer los factores que pueden provocar las
disbiosis vaginales, como el uso de antibi6ticos, duchas vaginales, etc. Razon por
la cual es importante la busqueda de métodos rapidos y eficaces para el
diagnostico y el tratamiento de las disbiosis vaginales, que son un problema de

salud publica que afecta a millones de mujeres en el mundo (Correa, 2023).

En el ambito clinico, la anamnesis y exploracion mediante especuloscopia,
no permiten determinar el agente causal de las alteraciones vaginales. Asimismo,
el tratamiento basado en la experiencia puede resultar ineficaz provocando
recidivas y recurrencias, que suponen un problema de salud para la mujer y un

reto para el profesional
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Por esta razén, se propone utilizar la tincién de Gram para determinar la
frecuencia de disbiosis vaginal en el diagndstico presuntivo, ya que este método
proporciona un acceso facil y rapido para un tratamiento adecuado, lo que

contribuye a mejorar la calidad de vida y la salud reproductiva de las mujeres.

Este estudio se llevd a cabo de manera empirica, con la asistencia de
especialistas en el area de ginecologia del Ambulatorio Roberto de Santis,

Fundacién Rotary, Puerto Ordaz, Estado Bolivar.



OBJETIVOS

Objetivo General

Evaluar mediante la tincién de Gram la frecuencia de disbiosis vaginal en
mujeres atendidas en consulta ginecoldgica. Ambulatorio Roberto de Santis.

Fundacion Rotary. Puerto Ordaz. Estado Bolivar, Septiembre-Diciembre 2023

Objetivos Especificos

1. Clasificar la distribucion por edad a mujeres atendidas en consulta
ginecologica. Ambulatorio “Roberto de Santis”. Fundacién Rotary.

Puerto Ordaz. Estado Bolivar. Septiembre-Diciembre, 2023.

2. Describir las caracteristicas del flujo vaginal en mujeres atendidas en
consulta ginecologica. Ambulatorio Roberto de Santis. Fundacién

Rotary. Puerto Ordaz. Estado Bolivar, Septiembre-Diciembre 2023

3. Determinar la microbiota vaginal predominante mediante la
correlaciéon de la tincién de Gram y cultivos bacterioldgicos, en
mujeres atendidas en consulta ginecoldgica. Ambulatorio Roberto de
Santis. Fundacion Rotary. Puerto Ordaz. Estado Bolivar,
Septiembre-Diciembre 2023.

4. Identificar los factores que pueden inducir disbiosis vaginal en
mujeres atendidas en consulta ginecoldgica. Ambulatorio Roberto de
Santis. Fundacion Rotary. Puerto Ordaz. Estado Bolivar,
Septiembre-Diciembre 2023

11



METODOLOGIA

Tipo de estudio

Se realizd el presente estudio que corresponde a una investigacion de tipo
descriptivo, la cual se define como la frecuencia de una exposicién o resultado en

una poblacion definida y en un tiempo especifico (Veiga de Cabo, et al., 2008).

De campo y de corte transversal, el cual permite la realizacién de un estudio
de prevalencia, en los que se define la presencia de una condicion o estado de
salud en una poblacion bien definida y en un marco temporal para su
determinacion: un dia, una semana 0 un momento en particular en la vida
(Thierer, 2015).

Universo

Estuvo representado por mujeres atendidas en consulta ginecologica,

Ambulatorio Roberto de Santis, Fundacién Rotary, Puerto Ordaz, Estado Bolivar.

Muestra

La muestra estuvo representada por 55 muestras de secreciones vaginales
obtenidas de mujeres atendidas en consulta ginecoldgica, Ambulatorio Roberto de
Santis, Fundacion Rotary, Puerto Ordaz, Estado Bolivar, durante el periodo
Septiembre-Diciembre 2023, donde se cumplan los siguientes criterios:

Criterios de inclusién

Se recolectaron muestras de secreciones vaginales provenientes de mujeres
de diversas etnias, cuyas edades oscilen entre 20 y 60 afios, con/o sin

sintomatologia. Se considerd la colaboracion de participantes en estado de

12
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gestacion, con diabetes, y en la etapa menopdausica, siempre y cuando estén de
acuerdo con los criterios bioéticos establecidos para la investigacion.

Criterios de exclusién

Se excluyen mujeres que estén actualmente en su periodo menstrual.
Asimismo, se requiere un periodo de abstinencia sexual minimo de un dia y
aquellas participantes que hayan utilizado talco, cremas, colonias u &vulos
vaginales en los dos dias previos a la toma de muestra seran excluidas. Estos
criterios aseguran la coherencia y confiabilidad de los datos recopilados durante la

investigacion.

Materiales

e Tapabocas o0 mascarillas

e Guantes

e Laminas portaobjetos

e Laminas cubre objetos

e Portalaminas

e Aplicadores de madera

e Aplicadores de madera con algodon
e Tubos de ensayo

e Solucion salina fisioldgica
e Tirade indicador de pH

e Placas de Petri

e Base Agar Sangre

e Base Agar Mc Conkey

e Base Agar Sabouraud

e Cary Blair

e Papel marron (Kraft)



Equipos

Asa bacterioldgica
Cristal violeta
Lugol

Alcohol acetona
Safranina

Aceite de inmersion

Agitador magnético con plancha caliente
Autoclave

Campana de flujo laminar

Incubadora a 37°C

Mechero Bunsen

Microscopio

Recoleccion de los datos y procedimiento

14

Se solicitd la colaboracion y permiso del Ambulatorio Roberto de Santis.

Fundacién Rotary, (Apéndice A). Una vez obtenida la autorizacion, se procedio a

solicitar el consentimiento (Apéndice B) de las pacientes que cumplan con los

criterios de inclusién y, que deseen colaborar con el trabajo de investigacion, una

vez hecho participes del motivo y alcance del estudio se procedera a recolectar los

datos epidemiolégicos pertinentes mediante el uso de una ficha técnica (Apéndice

C).

Tras confirmar los datos de las participantes fueron recolectadas las

secreciones vaginales a manos del personal ginecoldgico del Ambulatorio Roberto

de Santis, junto con el apoyo de los participantes de este proyecto. El exudado fue

recolectado del fondo del saco vaginal mediante el uso de un hisopo estéril,
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posteriormente se realizé un extendido en una lamina portaobjeto de la secrecion
vaginal y el hisopo fue transportado en un medio Cary Blair a las instalaciones de
Bio-Nova Laboratorios C.A. En las instalaciones del laboratorio, las ldaminas
previamente identificadas fueron coloreadas mediante la Tincion de Gram, y las
secreciones vaginales fueron sembradas por agotamiento en los medios de cultivo:
Agar Sangre, Agar McConkey y Agar Sabouraud. Este procesamiento se realizo
por los autores de esta investigacion en conjunto con el apoyo de la Msc. Joanna

Pinto Tang.

Coloracion de Gram

La coloracion de Gram, es una técnica desarrollada por el bacteridlogo
danés Hans Christian Gram hacia 1884. Esta técnica es ampliamente utilizada
para la clasificacion e identificacion de bacterias, ya que segun el color que toman
al ser tefiidas se clasifican en Gram positivas (+) (moradas) o Gram negativas (-)
(rosadas) (L6pez, et al., 2014).

Fundamento

La coloracion de Gram se fundamenta en la diferencia que existe entre la
pared de las bacterias Gram positivas y las Gram negativas. Las bacterias Gram
positivas poseen una pared que consta de una gruesa capa de peptidoglicano que
se deshidrata con alcohol, cerrando porosidades y evitando asi que el complejo
cristal violeta con lugol pueda salir de la célula. En las bacterias Gram negativas
la capa de peptidoglicano de la pared es mas delgada, permitiendo la entrada del
decolorante, lo que genera una perdida del color violeta inicial, y, asi, a la
posterior tincidn con el colorante de contraste, la safranina las células adquieren el

caracteristico color rosado (Lopez, et al., 2014).
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Procedimiento

e Una vez fijada el extendido, se cubre la ldmina con el colorante
primario: Cristal Violeta, por un minuto. Después se lava con agua
destilada.

e Se cubre la lamina con el mordiente: Lugol, por un minuto. Seguido
se lava con agua destilada.

e Se decolora con Alcohol Acetona, por 30 segundos. después se lava
con agua destilada.

e Se cubre la l&mina con el colorante contraste: Safranina, por un
minuto. Después se lava con agua destilada. Se deja secar al aire.

e Se observa en objetivo de inmersion(100x) la morfologia de
(bacterias,hongos y parasitos), y la coloracion para interpretar en
Gram positivo o0 Gram negativo (Lopez, et al., 2014).

e Técnica de siembra de cultivo por agotamiento

Fundamento

Se basa en transferir una pequefia cantidad de muestra tomada de un medio
de conservacion (Cary Blair) a un medio de cultivo (Agar Sangre, Agar Mc
Conkey y Agar Sabouraud), para permitir el crecimiento y proliferacion de
microorganismos presentes en la muestra. Se basa en extenderla por toda la placa
de Petri en cuatro zonas de tal forma, que cada vez que se pasa de una zona a otra
la cantidad de microorganismo se reduce mucho. De esta manera, se consigue que,
en la ultima zona de extensién, s6lo haya colonias aisladas, que formen colonias

independientes y se distingan unas de otras (Najar, et al., 2017).

Procedimiento

e Se enciende el mechero Bunsen para crear una zona de esterilidad

alrededor de este.
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Se identifican las placas de Petri con el nombre, numero y fecha de
la muestra.

Se abre el tubo que contiene el medio de conservacion (Cary Blair)
que guarda la muestra, y con una pinza de diseccion se toma el
hisopo y se inocula en medios de Agar Sangre, Agar Mc Conkey y
Agar Sabouraud en ese mismo orden.

Se esteriliza el asa bacteriologica con el mechero Bunsen, y desde el
sitio de inoculacién se hace un movimiento en zig-zag en un angulo
de 45° sin introducirse mucho en el centro y ocupando
aproximadamente un tercio de la superficie de los bordes.

Se posa el asa bacterioldgica sobre la esquina donde se realizo la
extension anteriormente, y desde ahi, se vuelve a hacer una
extension en zig-zag a 45°por el borde ocupando un tercio de la
placa, pero sin introducirse en el centro.

Se vuelve a repetir el movimiento en zig-zag, para ocupar el dltimo
tercio del borde de la placa, siempre dejando el centro libre.

Se posa el asa bacteriologica en el final de la Ultima extensién
realizada y desde ahi, se realiza una Gltima extension en zig-zag por
el centro de la placa.

Esterilizamos el asa bacterioldgica y se apaga el mechero Bunsen.
Las placas de Petri sembradas, de Agar Sangre estuieron guardadas
en una jarra de retencion GasPak, a 37°C por 24 a 48 horas. Agar
McConkey se incubara a 37°C por 24 a 48 horas y el Agar Saboraud
por 5 dias a 37°C.

Se realizé la identificacion, a través de la observacion del
crecimiento en los medios inoculados. En agar sangre, permite el
crecimiento de la mayoria de las bacterias de importancia clinica,
ademés de ser un medio diferencial que permite comprobar si las
bacterias son hemoliticas, el agar Mac Conkey permite la
identificacion de bacterias Gram negativo, y el crecimiento en agar

Sabouraud para el aislamiento e identificacién de hongos.
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e Al observar crecimiento en los medios inoculados se procedio a
realizar un examen al fresco de las colonias(hongos) y una tincién de
Gram, para la visualizacion de la morfologia y afinidad tintorial del
microorganismo presente, para determinar si es un microorganismos

colonizador o patégeno (Najar, et al., 2017).

Analisis de resultados

Para el analisis de los resultados, fueron transcritos y procesados utilizando
el software Microsoft Office Excel 2010. La presentacion de los datos se empled
el uso técnicas de estadistica descriptiva y se presentaron en forma de tablas,
donde se utilizé el porcentaje como medida de frecuencia relativa. Ademas se

utilizo el paquete estadistico SPSS para realizar los indices de correlacion.



RESULTADOS

Luego de reunir todos los datos obtenidos a través del estudio de secrecion
vaginal a mujeres atendidas en consulta ginecoldgica en el Ambulatorio Roberto
de Santis perteneciente a la Fundacion Rotary ubicada en Puerto Ordaz, estado
Bolivar, se encontr6 que la distribucion por edad estuvo representada mayormente
por mujeres en los grupos etarios de 40-49 afios con un 29,09% (n=16), seguidos
por los grupos de 20-29 y 50-59 afios con 25,45% (n=14) cada uno. Las mujeres
de 30-39 afos representaron el 16,37% (n=9) de las consultas, mientras que el

grupo de mayores de 60 afios es representado con un 3,64% (n=2) (tabla 1).

Asimismo, en dicha poblacion se describieron las caracteristicas del flujo
vaginal (tabla 2) obteniendo que el 36,36% (n=20) de los casos presento flujo
vaginal incoloro, seguido por flujo de color blanco y amarillo en el 32,73%
(n=18) y 18,18% (n=10) de los casos respectivamente. Por su parte, el aspecto de
los flujos fue heterogéneo en el 40,00% (n=22) de los casos, seguido por flujos de
aspecto espeso 23,64% (n=13) y cremoso 20,00% (n=11). Referente al olor de las
muestras estudiadas se evidencid que el 72,73% (n=40) no presentd ningun tipo
de olor, mientras que, el 27,27% (n=15) de los casos manifestd un olor fétido. En
cuanto al pH de las muestras analizadas, el 90,91% (n=50) obtuvo un pH é&cido,
precedido por un 5,45% (n=3) y 3,64% (n=2) de casos con pH alcalino y neutro

respectivamente.

Con respecto a la microbiota vaginal predominante (Tabla 3), determinada
mediante tincion de Gram, estd compuesta principalmente por bacilos Gram
positivos tipo lactobacilos, que representan el 49,09% (n=27) de los casos,
seguidos por cocos Gram positivos con un 38,28% (n=21). En los cultivos
bacterioldgicos, los cocos Gram positivos fueron los mas frecuentes,
constituyendo el 43,64% (n=24) de los casos, mientras que los bacilos Gram
positivos tipo lactobacilos no mostraron crecimiento. Las blastosporas se

identificaron en un 9,09% (n=5) de los casos mediante tincion de Gram y en un
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10,9% (n=6) en los cultivos. Sin embargo, un 41,82% (n=23) de las muestras no
mostrd crecimiento en los cultivos. Por otra parte los cocos como los bacilos
Gram negativos representaron el 1,82% (n=1) de los casos en ambos métodos. La
correlacion entre las dos técnicas, evidenciada por los coeficientes Tau-b de
Kendall (p=0,805) y Rho de Spearman (p=0,814), con una significancia bilateral
de p<0,000, indica una concordancia entre ambos métodos diagnosticos.

El cuanto al andlisis de la tabla 4. indica que, de un total de 55 mujeres
atendidas en consulta ginecoldgica en el Ambulatorio Roberto de Santis entre
septiembre 'y diciembre de 2023,(n= 12) presentaron disbiosis vaginal,

representando un 21,82% del total.

En relacion con los factores que pueden inducir disbiosis vaginal en mujeres
atendidas en consulta ginecoldgica (tabla 4.1) se encontré que el factor méas
comun es que no refiere factores predisponentes, representando el 33,33% (n=4)
de los casos. La combinacion de menopausia y diabetes, asi como el uso de
antibiodticos y el uso de anticonceptivos, cada uno represent6 el 16,67% (n=2) de
los casos. Individualmente, la menopausia y el embarazo presento en el 8,33%
(n=1) de los casos cada uno. No hubo casos de disbiosis vaginal en mujeres con
combinaciones de factores como menopausia y uso de antibidticos, uso de
anticonceptivos y antibidticos, embarazo y uso de antibi6ticos, ni en mujeres con

diabetes sola.
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Tabla 1

Distribucion por edades de mujeres atendidas en consulta ginecoldgica.
Ambulatorio Roberto de Santis. Fundacion Rotary. Puerto Ordaz. Estado

Bolivar. Septiembre-Diciembre, 2023.

Edad N %

20-29 14 25,45
30-39 9 16,37
40-49 16 29,09
50-59 14 25,45
>60 2 3,64
Total 55 100,00

Fuente: Datos del investigador, abril 2024,



Tabla 2

Caracteristicas del flujo vaginal de mujeres atendidas en consulta
ginecoldgica. Ambulatorio Roberto de Santis. Fundacién Rotary. Puerto

Ordaz. Estado Bolivar. Septiembre-Diciembre, 2023.

Caracteristicas N %
Color
Incoloro 20 36,36
Blanco 18 32,73
Amarillo 10 18.18
Marrén 5 9,09
Rojo 1 1,82
Verdoso 1 1,82
Aspecto
Espeso 13 23,64
Cremoso 11 20,00
Grumoso 6 10,91
Acuoso 3 5,45
Heterogéneo 22 40,00
Olor
Sin olor 40 72,73
Fétido 15 27,27
pH
Acido 50 90,91
Alcalino 3 5,45
Neutro 2 3,64
Subtotales 55 100,00

Fuente: Datos del investigador, abril 2024.



Tabla 3

Microbiota vaginal predominante mediante la correlacion de la tincién
de Gramy cultivos bacterioldgicos en mujeres atendidas en consulta
ginecoldgica. Ambulatorio Roberto de Santis. Fundacion Rotary. Puerto
Ordaz. Estado Bolivar. Septiembre-Diciembre, 2023.

Determinaciones n

%

Tincién de Gram

Cocos Gram positivos 21 38,28
Cocos Gram negativos 1 1,82
Bacilos Gram positivos tipo lactobacilos 27 49,09
Bacilos Gram negativos 1 1,82
Blastosporas 5 9,09
Crecimiento en cultivo
Cocos Gram positivos 24 43,64
Cocos Gram negativos 1 1,82
Bacilos Gram positivos tipo lactobacilos - -
Bacilos Gram negativos 1 1,82
Blastosporas 6 10,9
Sin desarrollo 23 41,82
Subtotales 55 100

Fuente: Datos del investigador, abril 2024.

Tau-b de Kendall p 0.805; Rho de Spearman p 0.814; significancia

bilateral de p<0,000.
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Tabla 4

Factores que pueden inducir disbiosis vaginal en mujeres atendidas en
consulta ginecolégica. Ambulatorio “Roberto de Santis”. Fundacion Rotary.

Puerto Ordaz. Estado Bolivar. Septiembre-Diciembre, 2023.

N° de casos Total
n %
Ne de muestras 55 100
Disbiosis vaginal 12 21,82

Fuente: Datos del investigador, abril 2024,



Tabla 4.1
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Factores que pueden inducir disbiosis vaginal en mujeres atendidas en

consulta ginecologica. Ambulatorio “Roberto de Santis”. Fundacion Rotary.

Puerto Ordaz. Estado Bolivar. Septiembre-Diciembre, 2023.

Factor Disbiosis Vaginal
N %
No refiere factores predisponentes 4 33,33
Menopausia 1 8,33
Menopausia y uso de Antibidticos 0 0
Menopausia y Diabetes 2 16,67
Uso de Antibidticos 2 16,67
Uso de Anticonceptivos 2 16,67
Uso de Anticonceptivos y Antibioticos 0 0
Embarazo 1 8,33
Embarazo y uso de Antibioticos 0 0
Diabetes 0 0
Total 12 100

Fuente: Datos del investigador, abril 2024



DISCUSION

La disbiosis vaginal es un area de creciente interés debido a su asociacion
con una variedad de condiciones de salud, incluyendo infecciones recurrentes. Al
analizar los resultados obtenidos en el presente estudio se evidencio que, de 55
muestras clasificadas por edades, el 29,09% correspondia al grupo etario de 40-49
afios, lo que difiere de los hallazgos de Lillo et al., (2010), en su investigacion
titulada "Diagnostico de vaginosis bacteriana en un consultorio de planificacion
familiar de la Region Metropolitana, Chile". Donde se evaluaron muestras de 100
mujeres, el cual el grupo etario con mas presencia fue el de 31-40 afios, con un

40% del total de pacientes.

En cuanto a las caracteristicas del flujo vaginal, el 36,36% (n=20) presento
flujo vaginal incoloro, mientras el 32,73% (n=18) presento flujo de color blanco.
Lo cual difiere Salinas (2023), en su estudio “Factores asociados al sindrome de
flujo vaginal en gestantes de un centro de atencion primaria” durante el examen
ginecologico de 100 mujeres en estudio, observd que la mayoria presentaba un
flujo blanco (74%) mientras que un 18% presentd flujo vaginal verdoso-amarillo
y solo un 8% un flujo blanquecino como leche cortada. Similarmente, Hapsari et
al.,, (2006), en su investigacion ‘“Caracteristicas clinicas del flujo vaginal en
vaginosis bacteriana diagnosticada por los criterios de Nugent” realizado en la
Clinica de mujeres de Hayashi, en Kobe, Japon, determinaron el examen clinico
del flujo vaginal de 58 mujeres donde mostro que la mayoria de las pacientes
tenian flujo de color blanco, poca cantidad y flujo inodoro. Ademas, también
afirmaron que el volumen de secreciones vaginales normales depende en medida

del estado hormonal de cada paciente y que el color normalmente es blanco.
La determinacion de la microbiota vaginal mediante tincion de Gram y

cultivos bacteriologicos esta compuesta principalmente por bacilos Gram

positivos tipo lactobacilos, con un 49,09% de los casos. En cultivos, los cocos
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Gram positivos fueron los més frecuentes, constituyendo el 43,64% de los casos.
Ademas, se observé una correlacion estadisticamente entre las dos técnicas,
evidenciada por los coeficientes Tau-b de Kendall (p=0,805) y Rho de Spearman
(p=0,814), con una significancia bilateral de p<0,000, indicando una concordancia
entre ambos métodos diagnosticos. Lo que se asemeja a Cardenas (2017), en su
investigacion "Relacion del pH vaginal con la flora endégena en mujeres de 18 a
40 afios que acuden a consulta de salud reproductiva - Hospital Edmundo
Escomel, junio 2014" muestra que la flora vaginal segun frotis mediante tincion
de Gram presenta un predomino de lactobacilos con un 61,7% de la mujeres. Sin
embargo, difiere en cuanto a la flora vaginal segln cultivo, donde se observé un
crecimiento de 61,8% de cocos Gram positivos siendo el segundo en desarrollo en
cultivo en dicho estudio. Por otra parte, segun la prueba de Chi Cuadrado utilizada
en el estudio (X2=0.105) no se encontré relacion estadistica significativa (P>0.05)

entre el pH vaginal y los diferentes microorganismo estudiados.

En relacion con los factores que pueden inducir disbiosis vaginal, se
encontrd que el 33,33% de las mujeres atendidas present6 disbiosis vaginal. Entre
los casos de disbiosis vaginal, los mas comunes estuvieron relacionados con el
uso de antibioticos, anticonceptivos, y la combinacion de menopausia y diabetes,
representando el 16,67% de los casos. Lo que difiere Gonzélez et al., (2006) en
su estudio "flora vaginal en pacientes que asisten a consulta ginecoldgica", donde
evalu6 a 136 mujeres y presento un bajo porcentaje de pacientes en estado
menopausico, registrandose una mayor frecuencia de entidades clinicas asociadas
con la alteracion de la microflora vaginal. Asimismo se destacd que un 66,1% de
las pacientes no empleaba métodos anticonceptivos, mientras que un 41,1% si los
utilizaba, desarrollando infecciones vaginales en un 16,9%. Ademas, se encontro
que el 4,4% de las pacientes habia recibido tratamiento antimicrobiano, lo que

representd el 8,8% de los casos con alteracion de la microbiota vaginal.



CONCLUSIONES

La clasificacion indica que las mujeres de 40 a 49 afios de edad tienen una

mayor predisposicion a buscar atencion ginecoldgica.

En relacion con las caracteristicas del flujo vaginal, la mayoria de los casos
presentd flujos incoloros, seguidos por flujos blancos y amarillos. En cuanto al
aspecto, predomind la heterogeneidad, seguida de flujos espesos y cremosos.
Respecto al olor, la gran mayoria no presentd ningun tipo de olor. Ademas, casi

todas las muestras analizadas mostraron un pH &cido.

Con respecto a la microbiota vaginal predominante de las mujeres atendidas
en consulta ginecologica, las muestras en su mayoria presentaron bacilos Gram
positivos tipo lactobacilos mediante la tinciébn de Gram. Sin embargo la
microbiota vaginal predominante determinada mediante la técnica de cultivo
bacteriol6gico mostré una prevalencia significativa de cocos Gram positivos. El
andlisis estadistico revela una correlacion entre los resultados de la tincion de
Gram y los cultivos bacteriologicos. Estos hallazgos respaldan la utilizacion de
ambas técnicas como herramientas complementarias y confiables en la evaluacién
de la microbiota vaginal y refuerzan su validez en el contexto clinico para el

diagndstico preciso de las condiciones relacionadas con la salud vaginal.

El estudio revela que la disbiosis vaginal puede ocurrir en ausencia de
factores predisponentes conocidos, sugiriendo la influencia de otros factores no
evaluados. Sin embargo, la menopausia combinada con la diabetes, asi como el
uso de antibioticos, de anticonceptivos, se destacan como factores asociados a la

disbiosis vaginal.
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RECOMENDACIONES

Reforzar la importancia de la tincion de Gram como una herramienta
eficaz, practica y de rapido acceso para orientar el tratamiento

temprano de las infecciones vaginales.

Hacer énfasis en evitar el uso de talcos, duchas vaginales, cremas,
colonias y mantener una abstinencia sexual de al menos un dia,

previo a la toma de muestra.

Instruir al personal médico y de laboratorio acerca del correcto
manejo de las muestras, a fin de conservar la mayor cantidad de
elementos posibles, evitando errores en la interpretacion de los

mMismos.

Evitar que el tiempo de transporte de las muestras en medios de

conservacion no exceda las 3 horas.
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Apéndice A

Puerto Ordaz, 30 de Agosto de 2023.
Sres.
Ing. Carlos Urbano Presidente
Presidente
Dr. Zodil Vasquez
Director Médico
Fundacion Rotary Ambulatorio Roberto de Santis
Puerto Ordaz.

Nos complace dirigirnos a ustedes en ocasion de formalizar la invitacién a
participar con sus distinguidos especialistas en Ginecobstetricia y Medicina
Interna en un estudio sobre ""Prevalencia de Disbiosis Vaginal en mujeres de
Ciudad Guayana mediante técnicas microscopicas de laboratorio™ que se
llevara a cabo por estudiantes del ultimo afio de la carrera de Bioanalisis de la
U.D.O. Ndcleo Bolivar apoyados por el Programa de Investigacion de Bio-Nova
Laboratorios, C.A.

El mismo comprendera un periodo de 2 a 3 meses contados a partir del 1 de
julio. Por lo que se requerira el apoyo del llenado de una encuesta con datos
epidemioldgicos relevantes de cada paciente y la toma de muestras biolégicas por
parte de los médicos especialistas quienes podran contar con los materiales para
su recoleccion y transporte adecuado para su estudio, ademas de los reportes
microscopicos de orientacion diagndstica.

Agradeciendo de antemano el apoyo de tan prestigiosa Organizacion y de
los profesionales que la conforman, quedamos al pendiente de las pautas indicadas
de su parte.
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Apéndice B

UNIVERSIDAD DE ORIENTE
NUCLEO BOLIVAR
ESCUELA DE CIENCIAS DE LA SALUD

“Dr. Francisco Battistini Casalta”

CONSENTIMIENTO INFORMADO

Yo; portador de la cédula de identidad V(') E(

) declaro que he sido informado del propdsito de la
investigacion “TINCION DE GRAM EN EL ESTUDIO
MICROBIOLOGICO DE DISBIOSIS VAGINAL EN MUJERES QUE
ASISTEN A CONSULTA GINECOLOGICA. AMBULATORIO ROBERTO
DE SANTIS. FUNDACION ROTARY. PUERTO ORDAZ. ESTADO

BOLIVAR.” Otorgo el consentimiento de forma voluntaria de participar en

dicho estudio, cuyos resultados pueden ser usados con fines de investigacion.

*NO sera revelado mi nombre o numero personal.
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