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CUADRO DE SITUACIÓN

A principios del 2008 el Consejo de Administración de la Fundación Bioquímica Argentina (FBA) creó el Programa de Salud Sexual y Reproductiva (PROSAR).

Los cursos convencionales sobre temas vinculados a Salud Sexual Y Reproductiva, siguen organizados y ejecutados en el marco del PROECO.

La actividad específica que desarrolla PROSAR, es la creación de Agencias Regionales, en todo el país. La prioridad es el desarrollo de Talleres Participativos Nominales (aprendizaje entre pares, no arancelados), para la optimización de prestaciones realizables en forma individual por el bioquímico, en todos los laboratorios habilitados del país, cualquiera sea el grado de complejidad estructural.

ASPECTOS DE IMPORTANCIA CONCRETADOS EN EL 2009 

CONSENSO BIOMÉDICO PARA VALIDACIÓN DE BACOVA

La Federación Argentina de Sociedades de Ginecología y Obstetricia (FASGO), La Fundación Bioquímica Argentina (FBA), el Instituto de Fisiopatología y Bioquímica Clínica (INFIBIOC-UBA), la Facultad de Farmacia y Bioquímica (UBA), junto con grupos de Unidades Académicas de enseñanza de la Bioquímica del País (estatales y privadas), Instituciones de atención primaria del sector Público y Privado, y las Agencias Regionales de PROSAR establecidas hasta la fecha, han participado en la actualización de la GUÍA PRACTICA, con vigencia durante el año 2010 y su reciente actualización 2011. (Ver lectura recomendada)..
En el caso de que usted quiera tener una versión electrónica  puede solicitarla a: prosar@fba.org.ar , especificando área Médica. 
CARACTERÍSTICAS DE LA ACTUALIZACIÓN 2010/2011
En el año 2010  se ha continuado con la modalidad de trabajo del PROSAR, aprendizaje entre pares con el objetivo de la optimización de prestaciones de realización personal., se ha evaluado e incorporado un número importante de opiniones. 

En esta versión no existen incorporaciones  que modifiquen el esquema de interpretación clásico. Las modificaciones introducidas son aditivas y referidas principalmente a la extensión de BACOVA al estudio de la mujer menopaúsica, la toma de muestra para profundizar el informe de células no habituales, informe de levaduras y una propuesta para el aumento de la sensibilidad en la detección de tricomonas.

Información de gran valor agregado referente a la validación de BACOVA en el manejo de la Disfunción Vaginal en la Mujer en Edad Fértil se presenta en la publicación virtual:

“MODULO DE APOYO A LA GUIA PRACTICA DE DIAGNÓSTICO DE DISFUNCIÓN VAGINAL EN LA ATENCIÓN PRIMARIA DE MUJER EN EDAD FERTIL.”
Este material se encuentra en la página de Internet de la Fundación Bioquímica Argentina, en el área PROSAR. www.fba.org.ar  (consensos) y puede ser solicitado a PROSAR.
Un avance significativo  de la actualización 2011 del Manual de Procedimientos BACOVA (MPB), es la consolidación del valor predictivo de los ESTADOS VAGINALES BASICOS, llave fundamental en el algoritmo diagnóstico del manejo de la Disfunción Vaginal. 

La actualización del año 2011 incorpora los conceptos para la interpretación y definición  de los EVB en mujeres menopáusicas (MM)
 Se  reitera la necesidad de integrar  los aspectos técnicos descriptos en el MPB, con la lectura  y discusión crítica y participativa expuesta en  la Guía Práctica y del Módulo de Apoyo, sobre la interpretación clínica de los EVB.  
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ABREVIATURAS

CG    Células Guía

CV    Contenido vaginal
DV    Disfunción Vaginal

EVB  Estado vaginal básico 

FTM  Ficha de toma de muestra

Le     Levaduras

MEF Mujer en edad fértil
Mex  Morfotipos extraños

MI     Microbiota Intermedia
MM   Mujer menopáusica
MN   Microbiota normal 
MPB Manual de Procedimientos BACOVA
RIV   Respuesta inflamatoria Vaginal

SF     Solución fisiológica

TV    Tricomonas

VB    Vaginosis Bacteriana

VMI  Vaginitis Microbiana Inespecífica 

VN    Valor Numérico

ERIGE Estudio de la respuesta inflamatoria genital
DESARROLLO

Alcance actual  de  BACOVA 2011.
El análisis de la integración de resultados obtenidos a nivel de todas las regiones sanitarias del país,  permite establecer, en base al estudio del VN y la RIV, cinco  Estados Vaginales Básicos  (EVB), a partir de los cuales se construye la base del diagnóstico diferencial de las patologías vaginales más frecuentes, con el más alto valor predictivo (vaginosis /vaginitis).
BACOVA es un estudio morfológico completo que incluye el análisis del contenido vaginal en fresco, por tinción de Gram. y culmina con un estudio por coloración de Giemsa, con lo que se integra la exploración de todo el panorama biológico.
La base del informe la construyen dos números. Uno que refiere al estado de la microbiota vaginal (VN) y el otro,  interpreta  el estado de RIV, mediante un único número entero, que indica la cantidad de leucocitos presente en el CV.
La combinación de estos dos criterios diagnósticos expresados en  “dos números”, permite establecer cada uno de los cinco  Estados Vaginales Básicos (EVB). 

	EVB
	VN
	RIV

	I      Microbiota Normal 

Predominio de lactobacilos         
	0 a 3         
	NO

	II     Microbiota Normal+ RIV

Predominio de Lactobacilos, pero reacción inflamatoria vaginal presente
	0 a 3
	SI

	III    Microbiota Intermedia

Equilibrio de lactobacilos y bacterias anaeróbicas
	4 a 6
	NO

	IV    Vaginosis Bacteriana

Predominio de bacterias anaeróbicas
	7 a 10
	NO

	V     Vaginitis Microbiana  Inespecífica

Alteración de la relación de lactobacilos y anaeróbicos, con reacción inflamatoria
	4 a 10
	SI


BACOVA, informa sobre  el balance de la microbiota habitual vaginal mediante un Valor Numérico (VN) que va de 0 a 10.
· VN 0 a 3: Equilibrio normal de la microbiota vaginal. No hay evidencia de desequilibrio sistémico de los factores estrogénicos y  de no existir ningún otro criterio de alteración, se debe considerar estado normal de la función vaginal.
· VN 4 a 6: Microbiota con cambios intermedios. Refiere a algún grado de alteración sistémica en el control del balance del contenido vaginal, reflejado por la inversión de la cantidad relativa de lactobacilos, con respecto a la microbiota habitual anaeróbica, aumentada. En ausencia de RIV, corresponde a un estado “evolutivo” no determinado, que va hacia la normalización o hacia un desbalance mayor conducente al estado de Vaginosis Bacteriana típica. 

· VN 7 a 10: Microbiota alterada. Desequilibrio manifiesto, con disminución o ausencia de lactobacilos y aumento significativo de la microbiota habitual vaginal, fundamentalmente anaerobia. Este estado, en ausencia de reacción inflamatoria  manifiesta, es diagnóstico de Vaginosis Bacteriana.
La RIV se informa en tres modalidades diferentes con el mismo valor predictivo. 

· Si la lectura se efectúa con un aumento de 400X, (fresco y Giemsa) el valor de corte es 10 leucocitos por campo microscópico. 

· Si se efectúa con 1000X (Gram.) el corte es de 5 leucocitos por campo.
· La forma ideal es el informe que indica Leucocitos por célula epitelial por campo, caso en el que el valor de corte es UNO. Esta forma elimina el factor de aumento microscópico y es mucho más precisa.
      En base a la relación de estos dos criterios, VN y RIV, se  distinguen los siguientes EVB,  información fundamental para la toma de decisiones clínico- terapéuticas en el manejo de la DV (vaginosis / vaginitis) de la mujer en edad fértil. Ver Cuadro I a
Cuadro I a
ESTADOS VAGINALES BASICOS en la MUJER EN EDAD FÉRTIL
	ESTADO 
VAGINAL 
BASICO 
	SIGLA
	VALOR NUMÉRICO (VN)

 DE LA 

MICROBIOTA HABITUAL
	REACCIÓN INFLAMATORIA

 (RIV)

	I.-

MICROBIOTA NORMAL
	MN
	0 a 3
	NO

	II,-

MICROBIOTA NORMAL

MAS RIV
	MN +RIV
	0 a 3
	SI

	III.-

MICROBIOTA INTERMEDIA
	MI
	4 a 6
	NO



	IV.-

VAGINOSIS BACTERIANA
	VB
	7 a 10
	NO



	V.-

VAGINITIS MICROBIANA INESPECÍFICA
	VMI
	4 a 10
	SI


Estos cinco estados básicos de la función vaginal, en uno de los cuales, se encuadra  toda  mujer en edad fértil, son diagnosticados con 100% de valor predictivo (positivo y negativo) ya que se trata de un postulado morfológico, una verdadera “fotografía” del contenido vaginal, independiente de todo otro criterio clínico y al que deben agregarse a posteriori las otras variables , camino a un diagnóstico de mayor precisión.

BACOVA, con el 100% de valor predictivo positivo y negativo, determina el diagnóstico diferencial del estado normal del CV (MN), el estado de vaginosis [en su forma intermedia (MI) y Vaginosis Bacteriana Típica (VB)] y el de vaginitis, en los EVB II : MN+RIV y EVB V :VMI. 
Con valores de 60-70% de valor predictivo positivo (valor predictivo negativo muy bajo) informa sobre la presencia de levaduras y/o tricomonas. 
Contribuye con un valor predictivo sólo de  alerta, de gran importancia clínica, en caso de la detección de morfotipos bacterianos extraños y/o células epiteliales no habituales en el contenido vaginal. 

Establecido el EVB y en función de que levaduras (asociada a EVB II, MN+RIV) y tricomonas (asociada a EVB V, VMI) se distribuyen con una gran selectividad  en función del  EVB, en caso de dudas se deberá intensificar la búsqueda morfológica, que además fortalecerá la necesidad de recurrir racionalmente a cultivos y/o detección por amplificación génica.
Se generan así caminos críticos seguros para el requerimiento racional de estudios especializados en el área microbiológica y citológica. 

El valor de la MN en la MEF corresponde de 0 a 3. En la Mujeres Menopáusicas  se amplia de 0 a 5 en base a que es normal la disminución de lactobacilos y no hay aumento de la microbiota anaeróbica. 

Para MM se  definen 5 EVB. Ver Cuadro I b
Cuadro I b

ESTADOS VAGINALES BASICOS MM
	ESTADO VAGINAL BASICO 
	SIGLA
	VALOR NUMÉRICO (VN)

 DE LA 

MICROBIOTA HABITUAL
	REACCIÓN INFLAMATORIA

 (RIV)

	I.-

MICROBIOTA NORMAL
	MN
	0 a 5
	NO

	II,-

MICROBIOTA NORMAL

MAS RIV
	MN +RIV
	0 a 5
	SI

	III.-

MICROBIOTA INTERMEDIA
	MI
	 6
	NO



	IV.-

VAGINOSIS BACTERIANA
	VB
	7 a 10
	NO



	V.-

VAGINITIS MICROBIANA INESPECÍFICA
	VMI
	6 a 10
	SI


1.-POBLACIÓN A LA QUE ESTÁ DIRIGIDO EL ESTUDIO. SOLICITUD DE LA PRESTACIÓN BACOVA

Población

El informe BACOVA está validado para el estudio de toda mujer en edad fértil (pos menarca y premenopáusica), embarazada o no. Sintomática o asintomática.

Criterios de exclusión

El VN no está validado en la atención  de prepúberes. 

BACOVA no tiene valores predictivos válidos en muestras tomadas entre los tres días previos y hasta cinco días después de la menstruación y en casos de hemorragia del tracto urogenital.

Solicitud del Estudio 

La prestación está nomenclada en el NBU, como Vaginal, Balance del Contenido BACOVA. La solicitud correcta que se instrumenta es Balance del Contenido Vaginal y  en forma simplificada: BACOVA.

2.-TOMA Y TRANSPORTE DE LA MUESTRA.


En todos los casos la mujer debe prestar consentimiento informado para la realización del estudio y toma de la muestra.


En forma ideal debe recibir las instrucciones escritas al momento de la solicitud del estudio en el área clínica, donde en muchos casos se obtiene la muestra.

En el caso de ser derivada al laboratorio con la solicitud respectiva de estudio, se procederá a confirmar el consentimiento de la paciente. 

En todos los casos se deberá evaluar la posible toma inmediata de la muestra o en su defecto entregar las instrucciones, completando toda aclaración que resultara necesaria. 


En todos los casos, la muestra, al ingresar al área de proceso, debe ir acompañada de la siguiente ficha de toma de muestra (FTM) que debe ser completada por el profesional responsable de la toma directa:

	Apellido y Nombre de la paciente:

Datos adicionales de identificación:

Fecha de solicitud del estudio:     /      /               Fecha de toma de muestra:     /        /

	Edad:          
	años
	Aclaraciones 



	Fecha de Última Menstruación 
	/     /    
	

	
	SI
	No
	

	Embarazada:
	
	
	

	Sintomática:
	
	
	

	Abstinencia sexual (por 48 horas)
	
	
	

	Abstinencia de medicamentos locales (cinco días)
	
	
	

	Abstinencia de cosméticos, duchas, etc.  (cinco días)
	
	
	

	Hora de toma de muestra
	
	

	Hora de inicio del proceso de laboratorio 
	
	


Bioseguridad


Se asegurará que todas las exigencias de bioseguridad estén controladas en todo el proceso de toma, transporte y proceso de la muestra.

2.1.- VARIABLES MÁS FRECUENTES RELACIONADAS CON LA RECEPCIÓN DE LA MUESTRA EN EL ÁREA DE LABORATORIO DE PROCESO.


La experiencia adquirida en los talleres BACOVA, muestra que la toma y transporte de muestra es la etapa de la prestación sujeta a la mayor cantidad de variables de muy difícil control.

La política actual es la de promover el mayor esfuerzo para el cumplimiento de las condiciones ideales y participar en la promoción activa de la difusión de las normas básicas a todo el grupo biomédico, fundamentado en la Guía Práctica de consenso.
Ante la dispersión de factores, lo ineludible es documentar en el informe final las variables asociadas a la  muestra en estudio y/o dejar constancia del desconocimiento de las condiciones reales de la toma.

Obviamente estas condiciones deben ser documentadas en los informes, para garantizar una correcta interpretación y convocar la atención del grupo médico responsable de la toma a estandarizar al máximo el procedimiento. 


En función de la realidad diaria observada, que muestra un significativo número de casos en los que no se da cumplimiento integral de las condiciones ideales, se ha desarrollado un programa de proyectos de validación, que ajusten los valores predictivos de BACOVA, para las variables más frecuentes en la toma de la muestra (ítem 7).  


Hemos avanzado en el estudio de variables y en el análisis de la experiencia internacional y en la desarrollada en nuestro medio, en general, los resultados referentes a VN son mucho más estables a las condiciones no ideales de toma y transporte de la muestra exigidas en la actualidad por BACOVA.

Sin embargo los valores de RIV sufren dispersión e inseguridad con facilidad. 

De hecho debe tenderse al cumplimiento integral de las recomendaciones básicas y completar los estudios necesarios para validar variables “menores” que se presentan con mayor frecuencia.

2.1.1.-- Procedimiento ideal



Consideramos algunas de las variables  más frecuentes que permiten condiciones ideales de toma de muestra.

· Mujer que concurre al área de laboratorio con la orden médica.

Se debe evaluar siempre, la posibilidad de tomar la muestra en forma inmediata o en su defecto concretar el turno respectivo en el plazo más breve, en la seguridad de concretar el estricto cumplimiento las indicaciones ideales básicas. En ambos casos se debe informar a la mujer sobre el procedimiento y obtener su consentimiento. Asegurar el nivel de comprensión necesario. 

· En el caso de que la paciente cumpla con las condiciones básicas, completar la FTM, respectiva y obtener la muestra en el momento. 
· En caso de no cumplirse las condiciones básicas ideales y no mediando un factor de urgencia clínica, condiciones de traslado u otras, que lo justifiquen, por encima de la falta de alguna de las exigencias condicionales, se otorgará un turno a la mujer, apoyado en la indicación escrita y las recomendaciones necesarias para obtener una muestra segura en el plazo que se fije. 
· En el caso de que alguna de las condiciones ideales no se cumpla y de considerar prioritaria la variable de urgencia, se dejará expresa constancia en el informe correspondiente sobre las condiciones no ideales al momento de la toma de muestra. Esta situación debe ser documentada en el informe de laboratorio y evaluada en forma puntual por el médico al interpretar el resultado obtenido.
El estado menstrual es de exclusión absoluta.
En condiciones particulares, la influencia de un eventual tratamiento a que esté sometida (casos en los que se solicitan controles de seguimiento) debe finalmente ser evaluado por el médico. 


La toma de muestra en condiciones en la que no se puede utilizar espéculo, tampoco es excluyente y sí se debe dejar constancia en el informe (ver más adelante).



Reiteramos la necesidad de estar informados sobre los proyectos de validación. (Ítem 7). 

2.1.2.- Otras situaciones frecuentes a considerar.

2.1.2.1.- Mujer que concurre al área de laboratorio con la muestra tomada en el ámbito  de la consulta médica.



Existen en principio dos variables. Pacientes provenientes de áreas clínicas con las cuales está normatizado el sistema de solicitud de BACOVA y FTM, en la que se está en la situación antes analizada y aquella en la que no hay ningún consenso previo con el área clínica. 



En ambos casos la presencia de la paciente, permite reiterar el consentimiento informado y verificar si se cumplen las exigencias básicas en la FTM completada en origen o al reconstruir  la misma en el caso de no haber sido considerada al tomarla.



Evaluar las variables que no se cumplen, que no justifican el rechazo de la muestra, dejando expresa constancia de las mismas en el informe respectivo.



En el caso de falta de contacto previo con el área médica solicitante, agregar anexo al informe, copia de la solicitud de BACOVA y de la FTM dirigida al grupo clínico.



Se hace notar que la vigencia de la Guía Práctica, asegura la posibilidad y necesidad de tomar contacto con los grupos de atención médica a los efectos de promover el cumplimiento de las indicaciones consensuadas.

2.1.2.2.- Muestra que llega al área de laboratorio, transportada por terceros, tomada en el área de asistencia médica.



Verificar la FTM.



Si la muestra procede de un grupo con el que no hay acuerdos previos sobre la toma y envío de muestras para BACOVA, generar la FTM, con los datos que se dispongan, dejar expresa constancia en el informe de aquellos faltantes  y agregar adjunto los modelos de fichas de trabajo.

2.1.3.- Situaciones puntuales.

2.1.3.1.-Muestra enviada en medio de transporte  Stuart. 

Son muestras sobre las que existe una indicación de cultivos bacterianos, para  las que se deben cumplir condiciones que exceden los requerimientos exigidos para BACOVA. En todos los casos se  debe verificar las variables antes expresadas en base a la FTM. 



Verificar (si existe) y/o llenar la FTM (en caso de no haber sido completada) y realizar el estudio BACOVA, de acuerdo a lo ya normatizado en el MPB.


En 2.2.2.2 se hace referencia al proceso.
2.1.3.2.-Imposibilidad de utilizar espéculo.



En este caso se debe recurrir a la toma de muestra “a ciegas”. Separando manualmente los grandes labios e introduciendo el hisopo respectivo en el tracto vaginal, rotándolo, controlando en forma permanente el no causar dolor y regulando la mayor profundidad posible alcanzada naturalmente, evitando presionar.

Los valores obtenidos son válidos para el VN, pero no están validados para la RIV, ya que el componente relativo de células epiteliales varía en muestras tomadas desde el  fondo de saco y sectores más cercanos a la parte externa vaginal.



El informe debe consignar la condición especial de toma de muestra.  

2.2.- Descripción técnica de la toma de muestra de fondo de saco vaginal para BACOVA

2.2.1.-Material necesario 


Guantes, Hisopos, Espéculo, Tubo de ensayo seco, Tubo de ensayo contenido 0.5 ml de Solución Fisiológica estéril
2.2.2.- Procedimiento

2.2.2.1.-Toma de la muestra “estándar” utilizando espéculo.

El hisopo a utilizar no requiere características especiales y debe ser estéril tan solo para garantizar la bioseguridad a la paciente. 

Es de fundamental importancia la estandarización del tipo de hisopo a usar, de forma de asegurar uniformidad para todos los estudios y manteniendo la misma cantidad y moldeado del  algodón hidrófilo utilizado. El mango puede ser de madera, plástico o metálico.

Se utilizarán dos hisopos por toma. Se colocará a la paciente en posición ginecológica y una vez introducido correctamente el espéculo, con suficiente iluminación, se localizará la posición del cuello de útero y se verificará la posibilidad de  acceso directo al  espacio virtual existente por debajo del mismo o fondo de saco vaginal. Se procederá a introducir el hisopo y tomar con movimientos rotatorios (sin presionar sobre las mucosas vaginales), material de la secreción acumulada en ese sitio. Se debe evitar  tocar las paredes del espéculo  o la región externa vaginal al retirar el hisopo. 

Aun en condiciones de un escaso volumen  líquido acumulado en el fondo de saco, debe evitarse el “raspado” de la mucosa vaginal.

Una vez tomada la primera muestra, el hisopo se introduce en el tubo seco.  


Se hace una segunda toma de fondo de saco y se introduce en el tubo que contiene  0.5 ml de solución Fisiológica estéril. 

2.2.2.2 Toma de la muestra utilizando como Transporte el medio de Stuart.

Si bien limita la posibilidad de la lectura en fresco, se ha determinado la validez del estudio BACOVA en una muestra tomada y transportada en medio de Stuart  a los efectos de la determinación del Valor Numérico y la RIV.
 El VN se realiza en la misma forma que en la toma convencional de la muestra, pero la RIV se debe evaluar exclusivamente, mediante el recuento de leucocitos,  por célula epitelial por campo microscópico en la coloración de Giemsa.  

2.2.3.- Transporte de la muestra


Se verifica que el rótulo exterior de los  tubos, coincida  con los datos de identificación fehaciente de la FTM de la paciente en estudio y se envía al área de proceso de laboratorio. El traslado ideal debe ser inmediato.

La experiencia indica que en la mayoría de los casos el espacio de tiempo y las condiciones de manejo de la muestra, entre la toma y el acceso al proceso de laboratorio varía en forma significativa. La muestra debe ser conservada a temperatura ambiente (20 +/- 5 grados) evitando el enfriamiento o que sea calentada.

Lo ideal es procesar la muestra destinada al estudio en fresco (hisopo en tubo con 0.5 ml de SF), en el plazo  no mayor de una hora a partir de obtenida. 

Existen muchas variantes que han sido ensayadas para diferentes criterios analíticos, como por ejemplo el VN, que acepta distintos manejos de la muestra, pero que no han sido validados para la RIV.

Para el estudio morfológico integral de BACOVA, por ahora no se puede exceder el marco que se acaba de definir como ideal, tratando en todos los casos, manejar la toma de la muestra en el área de laboratorio.  

3.-Proceso de laboratorio.

3.1.- Preparación del material para el estudio morfológico integral.

3.1.1.- Preparación  para examen  en fresco.

             Se trabaja con el hisopo que se encuentra en el tubo con  0.5 ml de solución fisiológica estéril. Homogeneizar manualmente, tratando de transferir la mayor cantidad de material a la fase líquida. Colocar “gotas” de la suspensión  entre porta y cubreobjetos  para la observación  en fresco. 

Esta etapa requiere el mayor esfuerzo operativo para que la preparación y lectura microscópica se realicen lo antes posible, lo que aumenta la sensibilidad del diagnostico de tricomonas (TV), bacterias móviles y asegura estabilidad de la morfología celular.

3.1.2.- Preparación de extendidos para la tinción de Gram


Utilizando el hisopo sin agregado de SF, se hacen extendidos en portaobjetos desengrasados, limpios y secos, generando una capa fina. Se fija por calor y se procede a la tinción de Gram (anexo 6.1). 

3.1.3.- Preparación de extendidos para la tinción de Giemsa 

Se utiliza el mismo hisopo usado para la coloración de Gram. El extendido requiere un proceso de fijación distinto y crítico. (Anexo 6.1). 

Es siempre recomendable  realizar los extendidos en forma inmediata a la recepción de la muestra, en forma simultánea a la realización de la preparación en fresco.


La realización de las tinciones (post fijación) permite un espacio de tiempo en el que se puede  completar la lectura del preparado en fresco.

4.-Secuencia de Trabajo recomendada.

4.1.- Examen en fresco.

Se recomienda iniciar la lectura con aumento de 400X, para tener la imagen global y verificar la validez de la muestra tomada. 

Se deberán hacer anotaciones ordenadas y precisas (anexo 6.3). El examen en fresco tiene un gran valor agregado y ante la imposibilidad de disponer de coloraciones accesorias, sistematizando y profundizando el análisis adquiere un alto nivel predictivo.

En el caso de servicios habilitados el estudio microscópico del contenido vaginal en fresco, paralelo al examen clínico de la paciente, ofrece ventajas de gran valor operativo.

Se debe concentrar el estudio sobre los siguientes criterios:

a.- Apreciación global de la relación de lactobacilos y resto de la microbiota  habitual, generando un VN preliminar de apreciación subjetiva, que oriente a ubicar el preparado en una de las tres categorías numéricas, de 0 a 3/ 4 a 6/ 7 a 10. Este resultado será verificado luego mediante el recuento relativo estandarizado en el Gram.

b.- Detección de bacterias móviles compatibles con Mobiluncus

c.- Presencia de levaduras.

d.- Presencia de Tricomonas.

e.- Apreciación global preliminar subjetiva, de la relación de Leucocitos por campo y Leucocitos por Célula Epitelial por campo microscópico, con aumento de 400X. Generar una cifra de aproximación que va a ser nuevamente evaluada al leer la coloración de Gram y finalmente confirmada por un minucioso estudio en el Giemsa, en el caso de ser necesario.


f.- Detección de morfotipos bacterianos extraños.


g.- Prolija evaluación de la presencia de células guía y células “redondas” o francamente distintas de aquellas epiteliales típicas, de presencia habitual en el contenido vaginal normal.

h.- Toda otra evidencia anormal que se detecte.

Se reitera que la base del resultado está en la observación del orden propuesto y en documentar por escrito los criterios establecidos durante el proceso de observación.
4.2.-Lectura del Gram.


El extendido teñido con la coloración de Gram brinda tres criterios fundamentales prioritarios. Establecer el VN, informar sobre morfotipos no habituales en la vagina y una segunda apreciación, esta vez con recuento sistematizado, sobre la cantidad de leucocitos por campo (RIV). En este caso la línea de corte que se acepta es de 5 (cinco) leucocitos por campo.
4.2.1.-Lectura del Gram para generar  el informe de valor numérico (VN). 
Se establece con seguridad  el VN de 1 a 10 de acuerdo al estudio de los morfotipos de la Microbiota habitual vaginal (anexo 6.2) Se  sigue la normativa propuesta por Nugent.
4.2.2.- Lectura del Gram para generar el informe sobre Morfotipos Extraños (Mex)

Analizar la presencia de Mex, es decir formas bacterianas diferentes de las especies de la microbiota habitual.  
Una observación previa con aumento de 100X, permite evaluar la calidad del extendido y coloración obtenidos y seleccionar áreas de estudio puntuales.
Utilizar en forma combinada el juego de aumentos de 400X y 1000X para tener una visión global de la distribución relativa y una aproximación sobre el o los morfotipos extraños presentes.

Por el momento los Mex se sistematizan en cuatro grupos: cocos y/o bacilos Gram positivos, bacilos Gram negativos (compatibles con enterobacterias), bacterias corineformes y formas compatibles con Actinomyces.



Salvo excepciones, en las que existe un predominio de un morfotipo no habitual  determinado, se obvia informar “cantidad”, ya que no genera ningún aumento del valor predictivo razonable.


Hay en desarrollo, a nivel internacional, estudios sobre el “refinamiento” del estudio de morfotipos bacterianos en el contenido vaginal, que se encuentran en etapa de estudios de validación (Ítem 7) 

4.2.3.-Lectura del Gram para establecer el Número de Leucocitos por campo (Lpc) con aumento de 1000X.



Con una clara visión panorámica previa (400X) de la calidad del preparado, se eligen las zonas más apropiadas (frotis homogéneo) y luego, con aumento de 1000X, se procede a la evaluación cuantitativa de Lpc. Se deberán analizar no menos de cinco campos, no adyacentes. De obtenerse valores de dispersión racionales, se calcula el promedio de las lecturas obtenidas y se informa un solo número entero. Si es necesario, por valores muy dispares entre distintos campos evaluados, se realizará el estudio de otros cinco campos más.


La mayor precisión en el informe de RIV es de fundamental importancia en el manejo de la paciente.

En el caso de obtenerse una cifra igual o de más de cinco Lpc, se deberá confirmar mediante  el recuento de Leucocitos por célula epitelial por campo, en el extendido teñido con Giemsa, utilizando un aumento de 400X. El valor de corte en este caso es uno (1), más de un leucocito por célula epitelial por campo significan RIV significativa. 

4.3.- Lectura de la coloración de Giemsa para confirmar valores analíticos.


Se manejan dos criterios analíticos separables. El primero para una revisión general confirmatoria de resultados previos (Fresco y Gram) y la otra búsqueda avanzada de nuevos criterios de valor diagnóstico.

En forma concluyente, en todo caso de mujer embarazada y en aquellos que existan resultados previos en los límites de corte se debe realizar la evaluación cuantitativa definitiva de la RIV determinando el número de Leucocitos por célula epitelial por campo, en el extendido teñido con Giemsa.

4.3.1.-Etapa confirmatoria y desarrollo  de  búsqueda avanzada.

Esta etapa del proceso significa:

a.- Verificar o detectar la presencia o no de Tricomonas.

b.- Verificar o detectar la presencia o no de Levaduras.

c.- Verificar la impresión sobre presencia de morfotipos extraños.

d.- Confirmar o detectar  Células Guìa

e.- Confirmar la racionalidad del VN aproximado por la lectura del fresco y determinado por el estudio en el Gram.

f.-  Confirmar o detectar la presencia de células epiteliales no habituales del contenido vaginal. Fundamentalmente células Guía y Células “redondas” en general. 

4.3.2.-Valor de la relación de leucocitos por célula epitelial por campo. 

En el caso de tener un número de Leucocitos por campo alrededor de  10 (10 +/- 3 a 400X) en el fresco o alrededor de  5 ( 5 +/- 2), en el estudio de la coloración de Gram. (1000X), se procederá a la evaluación cuantitativa del número de leucocitos por célula epitelial, por campo microscópico a 400X, en el extendido teñido por Giemsa. Esta etapa es fundamental para aumentar la  evidencia sobre RIV.

Se reitera por su importancia  en el manejo diagnóstico de DV: En todo caso de dudas sobre valores límites de recuento de leucocitos por campo (fresco, Gram. y Giemsa) y en todos los casos de BACOVA en mujeres embarazadas se debe recurrir al recuento de leucocitos por célula epitelial por campo en la coloración de Giemsa. 
4.4.- Corrección del VN por la adición de dos puntos en caso de la detección de células Guía, para Vaginosis Bacteriana. 

La detección de Células Guía, en cualquiera de los extendidos, independiente de su número debe significar la corrección del valor numérico básico de Nugent, sumando dos puntos cuando este se ubica entre 0 a 6. Valores numéricos de 7 o más son considerados de hecho indicadores de franca alteración de la Microbiota vaginal y no requieren corrección.

4.5.- Estudio de las células epiteliales del Contenido Vaginal. 

Como ya se ha mencionado la determinación de la RIV es de un valor predictivo fundamental en el estudio de la disfunción vaginal y define la orientación del manejo clínico de la mujer en edad fértil con riesgo gineco obstétrico.

Se deberá informar la presencia de células no habituales del contenido vaginal (Células “redondas”). Esto significa un alerta y a menos que el nivel del bioquímico informante lo amerite, no pretende ser un diagnóstico cito-histológico. Significa la obligación ética y científica de informar la presencia de células que indican la eventual instalación de patologías agudas o crónicas que deben ser inmediatamente confirmadas o no, en niveles de mayor complejidad. 

Se reitera la necesidad de buscar la existencia de células ajenas al contenido vaginal normal, que podrán ser llamadas células “no habituales en el contenido vaginal”, incluyendo coilocitos (vinculados a infección por HPV), virocitos (células compatibles con infección herpética) y otras células (“redondas”) que indican patologías que van desde una reacción inflamatoria aguda  manifiesta (células parabasales) y/o procesos de atrofias de mucosas y formas proliferativas epiteliales, que deberán ser confirmadas clínica y analíticamente.  (ver Anexos y consultar  proyecto ERIGE en la página de la FBA).

4.6.- Tricomonas (TV). 


La detección  clásica de TV es en el estudio en fresco, donde son identificadas con mayor sensibilidad y especificidad en función de la detección de su movilidad. En el caso de no detectarse en fresco y sobre todo en presencia de una respuesta inflamatoria significativa, deberá buscarse cuidadosamente su presencia en los extendidos coloreados con Gram. (Baja sensibilidad y especificidad) y con más detenimiento  en los teñidos con Giemsa, de mayor eficiencia (confirmatorio). 


Es altamente recomendable la utilización del Fijador colorante azul de metileno. En la actualidad se desarrolla un proyecto de validación, para ser incorporado a BACOVA. (Ítem 7).
4.7.- Detección e interpretación de la presencia de levaduras (Lev). 

La presencia de levaduras es de fácil identificación microscópica, con un alto grado de valor costo beneficio positivo. La interpretación de cuando las levaduras detectadas son responsables de la etiología de  una vulvovaginitis escapa al valor predictivo de la sola detección morfológica. Independiente de la apreciación cuantitativa e inclusive detalles morfológicos vinculados con actividad reproductiva. La sola detección microscópica de levaduras no tiene un valor predictivo (positivo y negativo) válido para tomar decisiones terapéuticas.
Sin embargo en BACOVA, asociando la visualización de Le, a la elevación significativa de RIV cobra mayor valor predictivo positivo y negativo avanzado para Vulvovaginitis. 

En virtud de la experiencia adquirida  se ha resuelto modificar el informe con respecto a Levaduras. Si se las detecta, se informa presencia y se describen, por sì o por no,  los datos referentes a la morfología presente y RIV. Se elimina del informe de laboratorio propuesto hasta el año 2008, la expresión: significativa o no.

Se reitera que perfiles de RIV significativa, VN entre 0 y 3 (EVB II) y pH normal, son indicadores de alto valor  predictivo positivo de vulvovaginitis, cuando simultáneamente se detectan levaduras.  

BACOVA es un estudio eminentemente morfológico y no incorpora en su estructura la determinación del pH, que obviamente debe consignarse a nivel del estudio clínico o  solicitarse explícitamente al tomar la muestra.
El criterio eminentemente morfológico no permite hacer un diagnóstico  de género y mucho menos de especie.  Por eso, aun reconociendo que en nuestro medio, prácticamente el 100% de los aislamientos confirmatorios revelan especies del género Candida, el informe BACOVA refiere a levaduras
4.8.-Morfotipos bacterianos extraños (Mex)


BACOVA pierde valor predictivo en lo referente al diagnóstico morfológico de bacterias no habituales presentes en el contenido vaginal.


Se intenta reconocer cuatro perfiles: cocos y bacilos Gram positivos, bacilos Gram negativos, bacterias Corineformes y bacterias compatibles con actinomices. En general el informe omite la cuantificación, que carece de valor predictivo. 

Con una baja frecuencia se presentan casos en los que la presencia de morfotipos extraños ocupa una proporción relativa de gran significación en el extendido en estudio. Se informa esta condición, que en   casos excepcionales pueden llegar a comprometer la evaluación normal del VN.

Más que la sola presencia de morfotipos extraños, el estado de RIV es el que define la actitud clínica.

De hecho toda morfología que sea compatible con gonococos, debe ser informada como alerta.
5.-Informe de los resultados

El informe debe ser predictivo y no descriptivo.

Se recomienda organizar la documentación interna en el orden antes desarrollado, que representa un verdadero algoritmo de las evidencias detectadas, de valor clínico. 

Es muy apropiado disponer de una ficha preimpresa donde registrar los resultados detectados a lo largo de la lectura de los diferentes preparados, documentados en planillas anexas. (Anexo 6.3).

El informe debe sintetizar resultados concretos a los efectos de orientar decisiones en el manejo clínico terapéutico de la paciente, pero antes se deben analizar en forma integral las evidencias obtenidas y su contribución a los criterios diagnósticos que se desprenden del estudio morfológico.

Esta integración es la que hace de BACOVA, la metodología de mayor valor predictivo en el diagnóstico de las patologías más frecuentes en la Disfunción Vaginal. 
Se reitera que el informe no debe ser descriptivo y debe orientar decisiones clínicas concretas, utilizando códigos numéricos de aceptación internacional.

Hoy existen publicaciones básicas al alcance de todo el cuerpo médico y bioquímico, que detallan la utilización de BACOVA en el manejo de la Disfunción Vaginal en la mujer en edad fértil.

Se recomienda la lectura del módulo de apoyo a  la Guía Práctica de Vaginosis Vaginitis. En el que se analiza una importante cantidad de publicaciones recientes. (prosar@fba.org.ar)    (www.fba.org.ar  prosar)   

Un modelo estándar válido para este informe se presenta a continuación:

MODELO DE INFORME

BACOVA:    Estudio del Balance del Contenido y de la Respuesta Inflamatoria Vaginal:

	Apellido:
	Nombre:
	Fecha:

	Edad:
	FUM
	Embarazada:     SI○       NO ○
	Sintomática: SI○       NO ○

	Hora de Toma de la muestra:                                    Hora de Proceso de la muestra:

Validación de la muestra:


· Estudio del equilibrio de  la microbiota vaginal (VN).:

Interpretación de la coloración de Gram  

	Valor Numérico  de Nugent
	

	Células Guía- clue cells 
	SI□
	NO□

	Valor Numérico Final  (corrección de Lanzafame)  
	


· Estudio de Respuesta inflamatoria vaginal (RIV):

	Método empleado
	Número de leucocitos
	Línea de corte.

Leucocitos

	Leucocitos / campo           (1000X)  lectura en Gram
	
	CINCO

	Leucocitos / campo           ( 400X)   lectura en Giemsa
	
	DIEZ

	Leucócitos/célula epitelial/campo  (400X) Giemsa  
	
	UNO


	DIAGNÓSTICO DE ESTADO VAGINAL BASICO

	


Criterios agregados

	· Presencia de células no habituales
	SI
	NO

	Hematíes   
	
	

	Otras Células no habituales:  
	
	


· Estudio de Vaginitis convencionales:

	Criterios analizados
	SI
	NO

	Presencia de Tricomonas
	
	


	Levaduras

	Presencia  SI ○ NO ○    Reacción Inflamatoria SI ○  NO ○     Morfología alterada SI○ NO ○


· Informe  de Morfotipos Bacterianos extraños:

	

	


· Observaciones:

	


CONCLUSIÓN: 

	


La Dirección Técnica del Laboratorio ha implementado el Manual de Procedimientos BACOVA PROGRAMA DE SALUD REPRODUCTIVA,  de la Fundación Bioquímica Argentina (www.fba.org.ar/prosar  )  para el estudio de la disfunción vaginal.  

ESTE MANUAL DE PROCEDIMIENTOS ESTA VIGENTE A PARTIR DEL 1º DE ENERO  HASTA EL 31 DE DICIEMBRE DE 2011
TODO PROFESIONAL INTERESADO PUEDE HACER CRÍTICAS Y PROPUESTAS, QUE SON EVALUADAS EN FORMA PERMANENTE POR EL GRUPO DE COORDINACION DEL PROYECTO BACOVA. 
(prosar@fba.org.ar)   

6.0.-ANEXOS

6.1.- TÉCNICAS DE COLORACIONES

COLORACION DE GRAM

Reactivos:

1 – Violeta de Genciana fenicado:

Violeta de Genciana: 10 g. 

Fenol: 20 g.

Alcohol absoluto (96°): 100 ml.

Agua destilada / CSP 1000 ml.

Disolver el violeta con el fenol previamente fundido a Baño María, en un vaso de precipitado de 2 litros destinado para colorantes, al que se añade el alcohol. Dejar hasta completa disolución aproximadamente 1 día y se completa con agua destilada. Envasar en frasco color caramelo, reposar 1(un) mes y filtrar para su uso. 

2 – Solución de Lugol

Yodo: 5 g.

Yoduro de potasio: 10 g. (agregar un exceso, aprox.1g. para disolver el yodo)

Agua destilada.: 1000 ml.                                 

En botella color caramelo: poner el IK, previamente disuelto en 100 ml. de agua destilada, al que se agrega los 5 g. de yodo. Agitar para disolverlo. Completar a 1000 ml. con agua destilada. Tapar la botella y agitar. 

3 – Decolorante 

Alcohol de 96C: 80 ml.

Acetona: 20 ml.

4 - Fucsina

Fucsina básica: 10 g.

Alcohol de 96°: 100 ml.

Fenol 95%: 10 ml.

Agua destilada csp 1000 ml.

En botella color caramelo: Fucsina básica + 100 ml. de alcohol de 96°+ 10 ml. de fenol. Dejar 48 hs. en estufa a 37°C y se lleva a 1000 ml. con agua destilada. Dejar decantar 1(un) mes. Filtrar al usar.

MÉTODO:

Extender, secar y fijar al calor.

Cubrir la preparación con Violeta de Genciana y dejar actuar 1 minuto.

Lavar con agua.

Cubrir con Lugol 1 minuto.

Lavar con agua.

Decolorar con alcohol-acetona con cuidado hasta que arrastre el colorante 

(Las partes más finas del extendido quedan incoloras).

Lavar con agua.

Cubrir con fucsina diluida al décimo durante 30 segundos.

Bacterias Gram positivas: se tiñen de color violeta.

Bacterias Gram negativas: se tiñen de color rosado.

Examen del extendido coloreado por el Gram

Con poco aumento se evaluará la conveniencia de la muestra.

Cuando se buscan bacterias se usa la lente de inmersión en aceite (x1000).

a evaluar la conveniencia técnica de la coloración se utiliza la lente de inmersión.

Se observará la calidad del extendido. Preparados demasiado concentrados (“frotis gruesos”), conducen a errores de interpretación.

Excesiva fijación por el calor, puede alterar la morfología normal de las bacterias y las células.

La decoloración escasa o excesiva, puede dar variaciones en el resultado de la coloración.

Es de importancia, sobre todo al cambiar insumos, realizar sistemáticamente controles, utilizando cepas bacterianas perfectamente identificadas.

COLORACIÓN DE GIEMSA

Reactivos: 

Metanol

Colorante de Giemsa.

Agua tamponada pH 7,2

Técnica:

Extender y secar a temperatura ambiente.

Fijar con metanol 3 minutos.

Cubrir la preparación con una dilución acuosa de Giemsa en agua destilada  neutra (1 gota de colorante por ml. de agua destilada)

Dejar actuar 15 minutos. (La coloración de Giemsa prolongado dura 45-60 min.)

Lavar con agua. Secar y observar con objetivo de inmersión. 
El colorante de Giemsa es una solución en alcohol metílico y glicerina, de eosina, azul de metileno y azur II.

El agua tamponada pH 7,2- (tampón fosfato 0.1M) se prepara con 38 g de fosfato disòdico  ( Na2HPO4 ) y 12 g de fosfato monosódico  monohidrato ( NaH2PO4 x H2O )  y 1000ml de agua destilada.   

6.2.-DETERMINACIÓN DEL VALOR NUMÉRICO

En la tabla que  sigue se presenta el diagrama de la metodología propuesta por Nugent. 

DIAGRAMA DEL PROCEDIMIENTO DE NUGENT

	Valor numérico  que  se otorga por campo


	Lactobacilos*
	Bacilos cortos Gram variables**
	Bacilos curvos Gram negativos*** 

	0
	4+
	0
	0

	1
	3+
	1+
	1+  o  2+

	2
	2+
	2+
	3+ o  4+

	3
	1+
	3+
	

	4
	0
	4+
	


El valor numérico se asigna teniendo en cuenta la proporción relativa de tres criterios morfológicos:
*Morfotipo lactobacilos

**Morfotipo de bacilos pequeños Gram variables compatibles con Gardnerella, bacteroides y otros anaerobios.

***Morfotipo de bacilos curvos Gram negativos.
Como puede observarse en el valor asignado a cada uno de estos tres “paquetes” morfológicos, el de los bacilos curvos Gram negativos, tiene menor peso que los otros dos.

En la práctica se debe referir a la LECTURA DE UN NÚMERO DE  CAMPOS  MICROSCÓPICOS, leído con el  aumento máximo con objetivo de inmersión. 
Las “cruces” /+) en cada caso se asignan de acuerdo a la siguiente interpretación de la lectura de cada campo microscópico:

	Cero (0)
	Ausencia del morfotipo que se evalúa

	Una (1+)
	Un morfotipo o ninguno  por campo

	Dos (2+)
	Un morfotipo a cuatro 

	Tres (3*)
	Entre cinco a treinta morfotipos por campo

	Cuatro (4+)
	Treinta o más morfotipos presentes.


Al momento de realizar el estudio el operador puede documentar sus resultados utilizando indistintamente el sistema de cruces o directamente  el número de morfotipos por campo, esta última forma es la recomendada por el Manual del Curso a Distancia de la Asociación Argentina de Microbiología (Pág. 92). Para lo que puede manejarse el siguiente esquema:
Interpretación de la coloración de Gram del contenido vaginal según el criterio de Nugent
	MORFOTIPOS EN LA COLORACIÓN DE GRAM
	Valor numérico (nº. elementos/campo)

	
	0
	1
	2
	3
	4

	Lactobacillus  spp


	> 30
	5 – 30
	1 -4
	< 1
	0

	Cocobacilos Gram-variables tipo anaerobio ó Gardnerella 
	0
	<1
	1 -4
	5-30
	>30

	Bacilos Gram-negativos  curvos compatibles con Mobiluncus spp.
	0
	1 -4
	5 - >30
	-
	-


6.3.- PLANILLAS DE APOYO PARA REALIZACIÓN DE BACOVA

A continuación se introduce un modelo de planilla de apoyo para la documentación de la lectura del Gram. 

BACOVA (apoyo a la lectura del Gram. Puede ser utilizado en las otras lecturas)

	Método de lectura microscópica.

a. Verificar la correcta coloración con controles apropiados.

b. Verificar la homogeneidad de los extendidos a observar.

c. Señalar en forma imaginaria cuatro cuadrantes del preparado y observar dos campos por cuadrante y dos más a elección. Así se completa la primera lectura de 10 campos perfectamente observados y documentados.

d. Si se obtiene una clara definición (de 0-3 o de 7 a 10, incluyendo corrección células guía), se da por terminado el estudio numérico. Si se encuentra en zona de 4 a 6 (con corrección de células guía incluido), se procede a la lectura, en otro extendido diferente, de ocho campos, siguiendo el mismo procedimiento anterior.

e. Se analizan los resultados de ambas lecturas y si persiste el resultado intermedio, se informará, aclarando la presencia o no de células guía.  




· Planilla de documentación  de proporciones relativas de morfotipos.

Paciente:

Preparado: Gram.                           Fecha:   /    /       .
	Campo
	LACTO
	Gram VARIABLES  RECTOS

(cortos)
	Gram negativos CURVOS
	CELULAS GUIA
	TOTAL
	PMN por CELULA
	CELULAS
(no habituales)
	TV
	Leva

duras
	Observaciones

	1
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	

	2
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	

	3
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	

	4
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	

	5
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	

	6
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	

	7
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	

	8
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	

	9
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	

	10
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	

	TOTAL
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	

	PRO-

MEDIO
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	

	CIFRA FINAL
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	


RESULTADO  FINAL  

CONFIRMACION INTEGRACIÓN DE CRITERIOS

	Campo
	LACTO
	Gram VARIA-BLES  RECTOS

(cortos)
	Gram negativos CURVOS
	CELU-LAS GUIA
	TOTAL
	PMN por CELULA
	CELU

LAS
(anor-males)
	TV
	Leva-
duras
	Observa-ciones

	1
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	

	2
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	

	3
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	

	4
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	

	5
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	

	6
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	

	7
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	

	8
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	

	TOTAL
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	

	PRO-MEDIO
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	

	CIFRA FINAL
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	


6.4.-INFORME A LA PACIENTE

Propuesta de información que debe proporcionarse a la paciente, preferentemente por escrito (o en su defecto, explicada verbalmente) al momento de solicitar el estudio.

En el caso de explicación  verbal se ha de  tener la seguridad de la comprensión necesaria  por parte de  la paciente.

Consentimiento Informado

La paciente debe saber que BACOVA requiere la toma de una muestra de fondo de saco de la cavidad vaginal, para la que es más eficiente  la utilización de espéculo. Que se trata de una maniobra para obtener secreción del contenido vaginal, con un hisopo de algodón, sin necesidad de ningún tipo de punción.
Información general  


Esta etapa debe ser cumplida, preferentemente, en el momento de la decisión clínica del estudio y verificada en el momento de obtención de la muestra. 

· Se informará a la paciente que deberá abstenerse de mantener relaciones sexuales desde 48 horas  antes de la fijada para la toma de muestra.

· No deberá utilizar ningún tratamiento local vaginal desde cinco días antes  o desde el tiempo que hubiera  indicado el médico solicitante, quien deberá evaluar el resultado obtenido en función de esta variable. Toda medicación que la paciente  deba mantener, deberá ser consignada en “aclaraciones sobre la muestra”, al elaborar el informe.

· No deberá utilizar duchas vaginales, uso de tampones,  ni ningún  cosmético intimo desde cinco días antes de la toma de la muestra. 
· La higiene previa, en el día de toma de la muestra debe ser de la región externa genital sin usar otro aditivo que jabón común.

· En el caso de (“flujo”) secreción vaginal abundante, podrá utilizar apósitos descartables y usar uno hasta el momento de la toma de muestra.

· No existe ninguna restricción sobre la emisión de orina, pero es preferible orinar una hora  antes de la toma de la muestra.

· Estandarizar en lo posible, la toma de muestra en la etapa  ovulatoria del período menstrual y  la hora del día, sobre todo en el  caso de seguimiento de la evolución, en una misma paciente. Se deberá asegurar  la no interferencia con el período menstrual.
· La paciente deberá solicitar toda aclaración referente a sus obligaciones y dar su consentimiento y compromiso de cumplir todas las indicaciones.

6.5.- PROBLEMA DE LA DETERMINACIÓN DEL pH VAGINAL


La determinación del pH vaginal no está contemplada en el informe BACOVA.

El problema fue discutido en el Taller Rosario (Jornadas de la Asociación Argentina de Microbiología, octubre 2008). Se resolvió mantener la exclusión de la determinación del pH y/o la prueba de aminas, en el marco de los criterios que informa BACOVA.

Las bases fueron:

a.-En la guía práctica de procedimientos  estas prestaciones están recomendadas y deben ser efectuadas por el clínico en la atención de la paciente, lo que asegura la calidad de la prestación y su correcta interpretación. 

b.- La actual dispersión en la toma y transporte de  la muestra no asegura de ninguna forma la calidad de la medición del pH, realizada en el laboratorio que efectúa  el estudio microscópico. Salvo en el caso de la toma de muestra en el laboratorio de proceso. En esta situación se asegura la calidad de la determinación. Independiente de que se haya solicitado explícitamente o no, se recomienda su realización del estudio del pH). En estas condiciones de garantía de calidad, tiene mucho valor de apoyo a la interpretación de algunos  resultados de BACOVA,  Debe informarse por separado.

c.- El informe BACOVA está validado exclusivamente para los  criterios microscópico/morfológicos.

La importancia de la determinación del pH y los problemas relacionados a su interpretación están  documentados en la guía práctica, el Mòdulo de Apoyo   y en todas las publicaciones vinculantes. 

6.6.- DESCRIPCIÓN TÉCNICA DE LA TOMA DE MUESTRA DE EXOCERVIX


La experiencia lograda hasta el presente y la frecuencia con la que se detecta en BACOVA la presencia de células no habituales, hace necesario ampliar la capacidad  de apoyo diagnóstico, para aquellos profesionales que profundizan estudios citológicos.  
Optimización de la toma de muestra para estudiar respuesta inflamatoria, según ERIGE, reconocimiento de los tipos celulares y sus cambios patológicos.
· Material necesario:

Guantes, Bajalengua de madera, portaobjetos, Espéculo, frasco con alcohol de 96º para fijar extendido de exocervix
· Procedimiento: 
Para la toma de la muestra estándar se requiere un espéculo. En general se utilizan los de tamaño mediano, pero conviene disponer algunos de tamaño pequeño.
Se utilizará un bajalengua por toma.
Observación sobre el uso del espéculo:( Recomendación extractada de ERIGE-Dr. Luis Palaoro)
1. Operador diestro. Con la paciente en posición ginecológica, se separan los labios con dos dedos de la mano izquierda y se acerca el espéculo con la mano derecha, sostenido por la zona del tornillo y con el plano de las hojas en posición vertical. )
2. Cuando está por contactar vagina, girarlo levemente a fin de evitar el roce con la desembocadura de uretra, que es molesto para la paciente. Introducir el espéculo con un movimiento continuo de rotación hasta que al llegar al fondo vaginal las hojas queden horizontales. Comenzar a abrirlo por medio del tornillo, hasta visualizar el cuello del útero. Si no se consigue en el primer intento, pude imprimirse al espéculo pequeños movimientos ascendentes y descendentes de la punta, hasta que el cuello uterino aparece.
3. Se utilizará un bajalenguas de madera, con el cual se hará una toma de exocervix, pasando el bajalengua 2 a 3 veces por la zona, extendiendo luego el material en un portaobjeto para ser fijado en alcohol de 96º inmediatamente y para realizar la coloración de Giemsa.
NOTA: (ERIGE) (www.fba.org.ar / ERIGE)   

· El extendido no debe ser muy fino (no es un frotis de sangre!) pero tampoco muy grueso
· Es importante que la fijación sea muy rápida. Si se demora este paso, los núcleos de las células pierden su estructura, lo que haría muy difícil el reconocimiento de los tipos celulares y sus cambios patológicos
· Deberán usarse portaobjetos nuevos, bien desengrasados
· Colocar un clip en el extremo donde se numera.(convencionalmente la parte corta del clip es la que se deja hacia arriba, del lado donde se extiende el material) 

· Lo ideal es marcar el portaobjeto con lápiz de diamante o en su defecto de Whydia (los que usan los cortadores de cerámicas), que se consigue en ferreterías y es muy económico. 

· Los portaobjetos deben numerarse y tener colocado el clip antes de la toma de material.
· Los clips aseguran que los diferentes portaobjetos guardados en el mismo frasco de alcohol no tomen contacto entre sí.

· Algunos utilizan fijador citológico en spray en lugar de alcohol de 96º Este procedimiento es muy bueno cuando la toma la realiza el médico y el portaobjeto es luego trasladado al Laboratorio. Sin embargo, se debe señalar que: 

1) El fijador citológico no puede ser remplazado por spray fijador del cabello (práctica muy difundida en el ambiente), porque puede producir artefactos que dificultan la observación.
2) El fijador citológico es un fijador de superficie, que requiere luego una verdadera fijación con alcohol, de no menos de 30 minutos.
· Proceso de laboratorio:
1. Preparación de extendidos para la tinción de Giemsa .El extendido requiere un proceso de fijación distinto y crítico. (Anexo 6.1). 

2. El portaobjeto con material de Toma de exocervix, tomado con bajalenguas, fijado en alcohol 96º  se utiliza para realizar la coloración con Giemsa.
3. Después de 30 minutos de fijación como mínimo, se hará una tinción Giemsa.
4. Se colocará el portaobjeto en posición horizontal y se cubrirá con el colorante diluído; el tiempo será el habitual según la técnica usada en hematología y dependerá de la dilución del colorante (por ejemplo: dil1/5, de 5 a 7 minutos)
5. Lectura de la coloración de Giemsa. La observación se hará cubriendo previamente el preparado con aceite de inmersión en una fina capa que permitirá la visión en menor aumento. Luego se añadirá una gota de aceite para observar en inmersión.
Se reitera que todo interesado en profundizar sus conocimientos para el apoyo diagnóstico citológico de las disfunción vaginal, puede tomar contacto con PROSAR o ERIGE y analizar el proyecto de 
Agencias Regionales y Talleres Participativos (no arancelados).

7.-PROYECTOS DE VALIDACIÓN


El PROSAR en base al funcionamiento de sus agencias regionales y la participación activa de todo profesional interesado, desarrolla proyectos de investigación, necesarios para validar variables de BACOVA, optimizar la atención primaria de la mujer en edad fértil y obtener información epidemiológica de alto valor agregado.


Estas actividades se incorporan a los Talleres Participativos Nominales del programa y los participantes obtienen una certificación por sus actividades desarrolladas en sus propios laboratorios, documentadas en los informes parciales y eventuales publicaciones.

En la actualidad se desarrollan actividades en los temas:

a.- BACOVA en la evolución final de la edad fértil femenina.


Resultados obtenidos en este proyecto han sido presentados en congresos y publicados. El resultado global del estudio valida la inclusión en este manual de la modificación de la interpretación del valor de MN de VN 0 a 5 en Mujeres menopáusicas.
b.- Fijador colorante de azul de metileno en la detección de Tricomonas y solución en el 

     Transporte de muestras a distancia o por tiempos indeterminados.
c.- BACOVA y toma de muestra sin espéculo.      

d.- Utilización de “baño maría” a 37º en la conservación de la muestra de fondo de saco, desde la toma 
     al momento de ser iniciado el estudio en fresco.

e.- Estudio de la importancia del “refinamiento” en la identificación de otros  morfotipos indicadores, en el contenido vaginal.

f.- BACOVA en la detección de EVB en función del uso de diferentes anticonceptivos.
8.- PLANILLA MODELO REGISTRO CASOS BACOVA
Para conocer y evaluar la prevalencia de EVB en las poblaciones estudiadas con el Método definido en este Manual de Procedimientos BACOVA se propone la siguiente planilla.
	CASO
Nº
	EDAD
	FUM
	SINT
	EMB
	DIU
	IMC
	VAL
	VN
	RIV
	EVB
	Céls. No habituales
	TV
	LEV
	MEX
	Conc.

	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 

	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 


A continuación se definen las instrucciones para llevar dicho registro.

	 
	 

	CASO Nº
	enumerar 

	 
	 

	EDAD
	indicar en años

	 
	 

	FUM
	indicar en el formato  día/mes/año    ó   año de la FUM (menopausia)

	 
	 

	SINT.
	Sintomática: indicar sí ó no

	 
	 

	EMB.
	Embarazo : indicar sí ó no 

	 
	 

	DIU
	indicar sí ó no.

	 
	 

	IMC
	Indice masa corporal = peso/ altura al cuadrado (especialmente en menopaúsicas)

	 
	 

	VAL
	Validación = indicar sí ó no (aclarando por que no)- indicar si recibe tratamiento hormonal de reemplazo (THR)

	 
	 

	VN
	Valor Numérico= Valor de Nugent + corrección de Lanzafame

	 
	 

	RIV
	Reacción Inflamatoria vaginal significativa  = indicar sí ó no 

	 
	 

	EVB
	Estado vaginal básico (nro. Romano)

	 
	 

	Céls. No habituales
	indicar en caso afirmativo  lo hallado

	 
	 

	TV
	Trichomonas vaginalis indicar sí ó no.

	 
	 

	LEV
	Levaduras significativa indicar sí ó no.

	 
	 

	MEX
	Morfotipos bacterianos extraños = indicar lo hallado

	 
	 

	CONC.
	Conclusión final BACOVA


Se convoca a los profesionales que aplican la metodología a remitir sus resultados. 
Si usted tiene interés en recibir más información sobre los proyectos de trabajo, dirigirse a 
(prosar@fba.org.ar)   
9.-LECTURA RECOMENDADA
1.- GUIA PRÁCTICA INTEGRAL (Clínica-Laboratorio) DE DIAGNÓSTICO DE VAGINOSIS-VAGINITIS  en la ATENCIÓN PRIMARIA de la (MEF). Actualización 2010. Opciones en Ginecología y Obstetricia, 2009, Vol10 (3):109-127 
      GUIA PRÁCTICA INTEGRAL (Clínica-Laboratorio) DE DIAGNÓSTICO DE VAGINOSIS-VAGINITIS  en la ATENCIÓN PRIMARIA de la (MEF). Actualización 2010. Acta Bioquim Clin Latinoam, 2010. 44(3) 359-369. Ortiga Soler C,Castagno R,Copolillo E,Kwiatkowski L,Lotoczko,Tilli M. Por FBA: De Mier C,Di Barrtolomeo S, Etchegaray M,Leonino AP, Palaoro L,Smayevsky J, por Facultad de Farmacia y Bioquímica: de Torres RA, Perazzi B, Rodríguez Fermepin M, participante por consulta Forestieri O,Maglione P,Gambado E. go
      GUIA PRÁCTICA INTEGRAL (Clínica-Laboratorio) DE DIAGNÓSTICO DE VAGINOSIS-VAGINITIS  en la ATENCIÓN PRIMARIA de la (MEF). FASGO CIENCIA INFORMA, Junio 2008 Volmen 71 [1]; 43-51.
Accesible en la pagina de FASGO (www.fasgo.org.ar consensos) y FBA (www.fba.org.ar  PROSAR)
2.- Balance del Contenido Vaginal (BACOVA) valor de la expresión numérica  en el diagnóstico de Vaginosis Bacteriana (VB).Obstetricia y Ginecología Latinoamericana.2002;60: 175-183 Di Bartolomeo S, Offner S,Oheda M,Valle S, Leoniono A, de Torres RA. 

3.- Balance del Contenido Vaginal (BACOVA) en el diagnóstico diferencial de Vaginosis-Vaginitis. Reacción Inflamatoria vaginal en embarazadas sintomáticas. Acta Bioquímica Clínica Latinoamericana.2007;41(2):247-258. Di Bartolomeo S, Leonino AP, Rodríguez Fermepín M, de Torres RA.

4.- Utilidad de la conservación  en medio de Stuart en la determinación del Balance del contenido vaginal. Nastro M,Despouy A, Perazzi B, De Mier C, de Torres RA, Vay C, Famiglietti R. Acta Bioquímica Latinamericana. 2008;42(2):204-207

5.- Estudio del Contenido Vaginal  en el manejo de Vaginosis /Vaginitis en la mujer en edad fértil. FASGO XXI, 2007, vol2: 66-126 (Editorial Ascune)

6.- Evaluación del fijador-colorante azul de metileno para el diagnóstico directo de Tricomonas vaginalis. Costamagna SR,Dupin J,Vaylet S,Pellegrino P. Acta Bioquímica Latinamericana.2004;38(3) 307-9.

7.-Módulo de Apoyo a la GUIA PRÁCTICA INTEGRAL (Clínica-Laboratorio) DE DIAGNÓSTICO DE VAGINOSIS-VAGINITIS  en la ATENCIÓN PRIMARIA de la MUJER EN EDAD FÉRTIL” Actualización 2011. www.fba.org.ar  PROSAR, consensos. 
	Recordamos nuevamente que la inscripción  en el Taller Participativo Nominal electrónico BACOVA y/o ERIGE, es no arancelada, las actividades se pueden comenzar en cualquier época del año (exceptuando enero) y para  mayores datos se puede recurrir a la página de Internet de la Fundación Bioquímica Argentina-FBA.  www.fba.org.ar   PROSAR
IMÁGENES DE APOYO

Como uno de los resultados positivos del trabajo de los participantes de BACOVA 2004, en la página de Internet de la Fundación Bioquímica Argentina se presenta una colección de imágenes (material de la etapa Entrenamiento en Servicio), que hoy sirven de guía de apoyo a todo interesado en el estudio del Balance del Contenido Vaginal (BACOVA).

La morfología no es matemática…si Ud. al revisar las imágenes tiene dudas o no está de acuerdo con la opinión de consenso, toda la comunidad biomédica va a agradecer su colaboración, si nos envía  su opinión.






