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RESUMEN

La Vaginosis Bacteriana es una condicién frecuente que afecta la microbiota vaginal y se
caracteriza por un deshalance entre microorganismos protectores, especialmente
lactobacilos y agentes oportunistas. Su identificacion ha sido compleja en la préctica clinica
debido a la precision limitada de los métodos convencionales, lo que ha motivado la
incorporacion de herramientas moleculares mas sofisticadas. En este sentido, el propdsito de
este estudio fue evaluar la utilidad de dichas técnicas en la deteccion de esta patologia. La
investigacion se desarroll6 con un enfoque cualitativo, mediante un disefio documental y no
experimental. Se llevd a cabo una revision sistematica de literatura cientifica en diversas
bases de datos reconocidas, como: Medigraphic, Scielo, SEMERGEN, Elsevier, Google
Académico, ProQuest, portales médicos, BMJ Journals, Cronicas Cientificas y PubMed,
considerando una poblacion de 80 articulos y una muestra final de 36. Los hallazgos
evidencian que esta alteracion no es causada por un Unico microorganismo, sino por un
desequilibrio en la flora vaginal, donde disminuyen los Lactobacillus y proliferan bacterias
como: Gardnerella, Atopobium y Prevotella; ademés, una mayor diversidad microbiana se
asocia con cuadros persistentes o recurrentes. Asimismo, se observa que técnicas como la
gPCR, NAAT y la secuenciacion del rRNA 16S permiten detectar estos cambios con mayor
precision, alcanzando niveles de sensibilidad y especificidad superiores al 90%, en contraste
con métodos tradicionales como Amsel o Nugent, cuya interpretacion puede variar segun el
evaluador. De igual manera, estas herramientas avanzadas facilitan la identificacion de
coinfecciones y ofrecen una visibn mas integral del estado vaginal, favoreciendo
diagndsticos mas rapidos y confiables. En conclusién, las técnicas moleculares representan
actualmente una alternativa mas exacta y consistente para la deteccion de la vaginosis
bacteriana, contribuyendo a una mejor toma de decisiones clinicas y a un manejo adecuado

de las pacientes en distintos contextos de atencion.

Palabras clave: Vaginosis bacteriana; Tecnicas moleculares; PCR; Microbiota vaginal;

Diagnostico molecular



ABSTRACT

Bacterial vaginosis is a prevalent vaginal microbiota disorder characterized by an
imbalance between protective lactobacilli and opportunistic pathogens. Diagnosing this
condition remains difficult due to the limited accuracy of traditional methods, which has
driven the adoption of advanced molecular diagnostics. This study aimed to assess the
effectiveness of these techniques in identifying bacterial vaginosis. The investigation
applied a qualitative, documentary, and non-experimental framework. The scientific
literature was systematically reviewed from established databases, including Medigraphic,
SciELO, SEMERGEN, Elsevier, Google Scholar, ProQuest, medical portals, BMJ
Journals, Crénicas Cientificas, and PubMed, yielding a total of 80 articles and a final
sample of 36. The evidence indicates that bacterial vaginosis arises from vaginal flora
dysbiosis, marked by decreased Lactobacillus and increased Gardnerella, Atopobium, and
Prevotella, rather than a single pathogen; greater microbial diversity correlates with
recurrent or persistent symptoms. Notably, methods such as gPCR, NAAT, and 16S rRNA
sequencing detect these changes with high accuracy, achieving sensitivity and specificity
above 90%, unlike Amsel or Nugent, whose interpretations vary with the examiner. In
addition, molecular tools identify co-infections and provide a comprehensive assessment of
vaginal health, facilitating faster and more reliable diagnoses. Overall, molecular
diagnostics represent the most precise and consistent approach for diagnosing bacterial
vaginosis, supporting improved clinical decisions and optimized patient care across

settings.

Keywords: Bacterial vaginosis; PCR; Molecular techniques; Vaginal microbiome;

Molecular Diagnostics
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CAPITULO I. INTRODUCCION

La presente investigacion aborda el estudio de las técnicas moleculares aplicadas en el
diagnostico de la VVaginosis Bacteriana(\VB), mediante el analisis de métodos moleculares y
la deteccion especifica de microorganismos asociados a esta alteracion del microbioma
vaginal. La VB es la causa mas comun de flujo vaginal anormal en mujeres en edad

reproductiva, con una prevalencia estimada entre el 10 % y el 30 %.

Esta condicion se caracteriza por una alteracion de la microbiota vaginal, en la cual se
produce una disminucién de los lactobacilos y un crecimiento excesivo de bacterias
anaerobias facultativas y estrictas como G. Vaginalis, Fannyhessea vaginae, Mobiluncus
curtisii, Prevotella bivia y Megasphaera tipo I; como consecuencia de este desequilibrio
microbiano se presentan cambios en las caracteristicas del flujo vaginal, generalmente

descrito como una secrecion homogénea de color blanco grisaceo con olor caracteristico.

Con el proposito de analizar la composicion de la microbiota vaginal y las especies
principales de lactobacilos en mujeres no embarazadas con flujo vaginal, Savicheva et al.
llevaron a cabo una investigacion observacional en Rusia, que incluy6 a 331 participantes
diagnosticadas por medio del examen clinico, los criterios de Nugent y la prueba Femoflor,
para ello, emplearon la reaccion en cadena de la polimerasa (PCR) multiplex en tiempo real,
los hallazgos indicaron una reduccion considerable de los lactobacilos, sobre todo
Lactobacillus crispatus, y un predominio de Gardnerella vaginalis, también se descubrio
que la PCR multiplex es muy sensible y especifica, lo cual hace que sea una opcion
diagnostica mas efectiva en comparacion con los criterios de Amsel y la puntuacién

Nugent.>.

En Estados Unidos Oyenihi et al. desarrollaron y evaluaron una prueba de PCR que puede
detectar multiples bacterias asociadas a la VB con el propdésito de perfeccionar su
diagnostico. Se estudid la diversidad y la abundancia de 946 muestras almacenadas de la
vagina, con la intencién de construir un indice para el diagnoéstico de la BV, llamado MDL -
BV. Por eso disefiaron un ensayo molecular que detecta 22 especies distintas de bacterias.
Los resultados mostraron una sensibilidad y especificidad del 95 % al 100 % y encontraron

que habia mayores cantidades de Lactobacillus crispatus, Lactobacillus inersy G. Vaginalis.



El indice detectd 491 muestras con VB, 318 negativas y 137 transicionales, lo que indica

que la PCR permite un diagndstico eficaz en un tiempo aproximado de ocho horas?.

En America Latina la Organizacion Panamericana de la Salud (OPS) indica que la
prevalencia de la VB en el 2016 fue del 69,1%, entre las cuales las mujeres solteras y las
portadoras de dispositivos intrauterinos (DIU) presentaban un alto riesgo VB. Asimismo,
esta alteracion se asociado con complicaciones obstétricas y ginecoldgicas, entre ellas se
incluyen aborto espontaneo, corioamnionitis y parto prematuro, ademas de un mayor riesgo
de contraer patdgenos de transmision sexual como el virus de la inmunodeficiencia humana

(VIH) y el virus del papiloma humano (VPH)*.

Gonzalez-Mustri et al. realizaron una investigacion en México con el propdésito de
determinar la frecuencia de G. Vaginalis mediante amplificacion de &cidos nucleicos,
empleando la PCR, en muestras cervicovaginales obtenidas de pacientes asistidas en una
institucion sanitaria del tercer nivel. En 121 muestras del cuello uterino y la vagina se llevd
a cabo un analisis molecular del ARN ribosomal 16S. Los resultados mostraron que en 34
muestras habia G. Vaginalis. Se concluyé que la PCR de punto final tiene mayor capacidad
de deteccion, identificando aproximadamente tres veces mas casos que el cultivo en medio

artificial®.

En México, Mufioz Rosario et al. determinaron la prevalencia de la microbiota vaginal en
pacientes que acudieron a una clinica de ginecologia y reproduccion asistida. Se realiz6 un
estudio transversal y prospectivo, entre agosto de 2022 y enero de 2023, en 97 mujeres entre
20 y 50 afios, en donde se realiz6 analisis de la microbiota vaginal y endocervical mediante
PCR en termociclador CFX96 Bio-Rad y se aplicaron analisis estadistico con chi cuadrado
de Pearson. Los resultados mostraron que la prevalencia de G. Vaginalis fue la méas alta
(89,7%), seguida de Atopobium vaginae (77%) y Candida spp. (63%), mientras que la
prevalencia de Trichomonas vaginalis fue baja. Concluyeron que la PCR permite identificar

la prevalencia y asociaciones entre patogenos de la microbiota vaginal®.

En Ecuador, el Instituto Nacional de Estadistica y Censos (INEC) 2017 menciona que la VB
es una de las principales causas de morbilidad ambulatoria en mujeres. También, se indica
que la VB representa entre el 40% y el 50% de los diferentes tipos de infecciones vaginales
y es responsable de un alto porcentaje de morbimortalidad materno-perinatal®. Por ende, la

identificacion de los patdgenos implicados en la microbiota vaginal es importante para



comprender mejor su comportamiento epidemioldgico y establecer medidas de manejo

adecuadas®.

A nivel local, Flores et al. especificaron los analisis de laboratorio para detectar infecciones
bacterianas vaginales en adolescentes embarazadas que fueron atendidas en el Hospital
General Docente de Riobamba. Con el analisis de los historiales médicos de 153 pacientes
se llevo a cabo una investigacion de tipo descriptiva, no experimental, retrospectiva y
transversal. Después de implementar los criterios de exclusion e inclusion, se logré una
muestra compuesta por 108 adolescentes. Se realizaron analisis de la quimica sanguinea,
biometria hematica, cultivo de secrecion vaginal y urocultivo. Se identifico una relacién
importante entre las complicaciones en los neonatos y la edad gestacional; los mas frecuentes
fueron Escherichia coli (15%), vaginitis mixta (13%), Candida albicans (7%) y Gardnerella
vaginalis (6%). Las pruebas de laboratorio pueden identificar infecciones bacterianas que

estan relacionadas con posibles complicaciones obstétricas, segln se determing’.

En la préactica clinica, el diagndstico de la VB se realiza por medio de la puntuacion de
Nugent y los criterios de Amsel basada en tincion de Gram. No obstante, estas herramientas
presentan limitaciones, como la necesidad de habilidades técnicas para la preparacion y
lectura de las muestras, asi como la variabilidad en la interpretacion de los resultados™®.
Aunque en los ultimos afios se han desarrollado nuevas herramientas de biologia molecular
que permiten una identificacion mas precisa de los patdgenos presentes en la microbiota
vaginal, su uso aun es limitado debido a factores como la disponibilidad en los servicios de

salud y el costo® °.

La VB es una de las infecciones vaginales mas frecuentes, pero su diagnéstico aln se basa,
en métodos tradicionales como los criterios de Amsel y la puntuacion de Nugent, los cuales
presentan limitaciones en cuanto a sensibilidad, especificidad e interpretacion debido a su
dependencia de la experiencia del personal de salud y su posible subjetividad. Esto puede
conllevar, como consecuencia, a diagnosticos tardios o incorrectos, sobre todo en mujeres
en edad reproductiva y especialmente en entornos rurales o con acceso limitado a servicios
especializados. Esto incrementa, a su vez, la probabilidad de que aparezcan problemas
ginecoldgicos y obstétricos y de que se produzca la transmision de infecciones de
transmision sexual (ITS). En este escenario se hace necesario analizar las técnicas

moleculares disponibles para el diagnéstico de la VB, con el propdsito de mejorar la



precision diagndstica y aportar al fortalecimiento de las estrategias de atencién en salud. Por

ende, se formula la siguiente pregunta de investigacion:
¢ Cuales son las técnicas moleculares utilizadas para el diagndstico de Vaginosis Bacteriana?

La presente investigacion se justifica por la alta prevalencia de la vaginosis bacteriana (VB)
y la necesidad de superar las limitaciones de los métodos diagnosticos tradicionales mediante
el uso de técnicas moleculares como la PCR. El propdsito fundamental es facilitar un
diagnostico precoz y preciso que permita prevenir complicaciones ginecoldgicas y
obstétricas, optimizando la toma de decisiones clinicas y el tratamiento oportuno. Los
principales beneficiarios son las mujeres en edad fértil, especialmente en zonas rurales con
acceso limitado a la salud, asi como las instituciones médicas que podran mejorar sus tacticas
de control. Como aporte principal, este estudio fortalece el conocimiento cientifico sobre la
microbiota vaginal y establece una base metodoldgica avanzada para futuras investigaciones,
promoviendo una salud reproductiva mas eficiente y exacta, para dar cumplimiento a la

investigacion se proponen el siguiente objetivo general:

Considerar la utilidad de las técnicas moleculares para el diagndstico de Vaginosis

Bacteriana mediante una revision bibliografica.
Y posteriormente, los siguientes objetivos especificos:

e Destacar las principales técnicas moleculares aplicadas en el diagnostico de
Vaginosis Bacteriana a traves de la revision bibliografica para la determinacion de la

utilidad de las técnicas.

e Distinguir los microorganismos asociados a la Vaginosis Bacteriana mediante

técnicas moleculares para la precision diagndstica de esta patologia.

e Comparar la sensibilidad y especificidad de las técnicas moleculares frente a los
métodos diagndsticos tradicionales, mediante el andlisis de estudios comparativos

para la determinacion de su eficacia en la deteccion de la VVaginosis Bacteriana.



CAPITULO II. MARCO TEORICO.

Vaginosis Bacteriana

Definicion

La VB se identifica como una afeccidn clinica que se produce debido al crecimiento excesivo
de bacterias en la vagina, lo que provoca flujo vaginal y se caracteriza por un olor
desagradable y picazon en la region perineall. Esta condicion suele ser provocada por una
reduccion en el crecimiento habitual de lactobacilos que producen peréxido de hidrégeno
(H202) y un exceso de bacterias anaerobias; algunos estudios sugieren que, durante las

relaciones sexuales, la aparicion del patdgeno de la VB se debe al desequilibrio generado en

la flora bacteriana tipica de la region vulvar'2,
Etiologia

Por lo general, la VB se produce por un incremento excesivo de bacterias anaerobias,
acompafado por una reduccion de los Lactobacilos que generan peroxido de hidrogeno en
la vagina. Sin embargo, la causa precisa de esta infeccion, derivada de la proliferacion de G.
Vaginalis y otras bacterias anaerobias, sigue siendo desconocida®®. Si bien G. vaginalis no
se considera contagiosa, su grado de transmisibilidad aln no esta claro. La transmision de
esta bacteria a través de la actividad sexual podria alterar el equilibrio bacteriano vaginal
natural; este desequilibrio crea un ambiente propicio para el crecimiento excesivo de
bacterias anaerobias oportunistas, incluida G. vaginalis, lo que potencialmente desencadena
la VB,

Se han detectado estudios de G. vaginalis en el tracto vaginal de hasta el 50 % de las mujeres
asintomaticas, lo que sugiere que probablemente forma parte de la flora vaginal normal,
diversos factores pueden contribuir al desarrollo de la VB, como los bafios frecuentes, las
duchas vaginales, el tabaquismo, tener multiples parejas sexuales, el uso de productos de
higiene intravaginal de venta libre, los altos niveles de estrés y el aumento de la frecuencia
de la actividad sexual®®. Se ha observado la transmision de G. vaginalis entre mujeres que
tienen relaciones sexuales con otras mujeres, posiblemente a traveés del contacto directo de
las membranas mucosas o el uso compartido de juguetes sexuales. Se ha demostrado que

tener una pareja sexual femenina aumenta el riesgo de VB en un 60 %?.
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Fisiopatologia

La VB se produce por un desequilibrio de la microbiota vaginal; aunque ain no se ha
confirmado, se piensa que la mayor parte de las infecciones por VB se inician con G.
Vaginalis, el cual genera una biopelicula que después ofrece un ambiente favorable para que
otras bacterias oportunistas se multipliquen®’. Ademas, G. vaginalis genera vaginolisina, una
toxina que crea poros Yy tiene un impacto en las células humanas. La vaginolisina es una
citolisina que depende del colesterol y que comienza complicadas cascadas de sefializacion,
las cuales dan lugar a la lisis de las células diana y a un incremento en la virulencia de G.

Vaginalis®®,

G. Vaginalis tiene los factores de virulencia necesarios que le posibilitan adherirse a las
células epiteliales del huésped, lo cual le facilita competir con Lactobacillus por el
predominio en el entorno vaginal; se cree que los sintomas de esta patologia se originan por
la multiplicacién de anaerobios vaginales que, por lo general, estan latentes y forman
vinculos simbidticos con G. Vaginalis®®. La VB también es responsable de la presencia de
enzimas que reducen la capacidad de los leucocitos del huésped para combatir la infeccion
y de una mayor liberacion de endotoxinas que estimulan la produccion de citocinas y

prostaglandinas dentro de la vagina (Anexo 1)%.

Cuadro clinico

La mayoria de las mujeres con VB presentan flujo vaginal de color blanco grisaceo
maloliente; este sintoma suele intensificarse tras las relaciones sexuales; disuria, prurito
vaginal y dispareunia pueden ser otros sintomas; no obstante, muchas mujeres afectadas
pueden no presentar sintomas. Es importante evaluar la presencia de fiebre, dolor pélvico y
antecedentes de infecciones de transmision sexual (ITS) para descartar afecciones mas

graves que adn se encuentran en el diagnostico diferencial®.
Tratamiento

La VB se puede tratar con clindamicina o metronidazol; ambos medicamentos son efectivos
si se toman por via oral o se aplican vaginalmente. El tratamiento inicial para esta infeccion
demuestra una eficacia notable, ya que las tasas de curacion en 1 mes suelen oscilar entre el
80% y el 90%?2. En la tabla 1, se enfatizan los diversos medicamentos para el tratamiento

de esta condicion.
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Tabla 1. Esquemas terapéuticos para el tratamiento de la Vaginosis Bacteriana.

Tipo de Medicamento Dosis Via de Duracion
tratamiento administracion
Tratamiento Metronidazol 500 Via oral, dos veces | 7 dias
principal mg al dia
Gel de metronidazol 5¢g Intravaginal, una 5 dias
0,75% vez
Crema de 7 dias
clindamicina 2% Dosis
unica
Gel de clindamicina
2%
Tratamiento Ovulos de 100 Intravaginal, cada 3 dias
alternativo clindamicina mg noche
Comprimidos de 300 Via oral, dos veces | 7 dias
clindamicina mg al dia
Tinidazol 1lg Viaoral, unavezal |5 dias
dia
Tinidazol 290 Viaoral, unavezal | 2dias
Secnidazol (granulos) dia Dosis

Unica

Fuente: Romero Herrero y Andreu Domingo?®%.
Diagndstico

Para confirmar el diagnostico de VB, se debe tomar una muestra de secrecion vaginal y
preparar una muestra himeda para ser observada al microscopio. La muestra, en estas
circunstancias, puede mostrar un pH vaginal mayor de 4.5; también es posible que se
encuentren células clave en el preparado himedo y que la prueba del olor dé un resultado
positivo. Se usa papel indicador para establecer el pH vaginal, contrastandolo con controles
de color. Despues, se afiade una gota de cloruro de sodio (NaCl) a la muestra. Luego, se

cubre con un cubreobjetos y se observa al microscopio para determinar las células tipicas®.
Criterios de Amsel

En la préactica clinica, la VB se suele diagnosticar utilizando los criterios de Amsel. Se
necesitan al menos tres de los cuatro hallazgos para confirmar el diagndstico (ver tabla 2);
la sensibilidad y especificidad de los criterios de Amsel es del 70 % y del 94 %,
respectivamente?’. Los criterios de Amsel son clinicamente significativos porque
proporcionan un método rapido, econdémico y accesible para diagnosticar la VB en el punto

de atencioén.
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La identificacion oportuna mediante estos criterios permite un tratamiento rapido, lo que
puede reducir los sintomas, prevenir la recurrencia y disminuir el riesgo de complicaciones
como infecciones de transmision sexual y resultados reproductivos adversos. El uso de los
criterios de Amsel requiere una muestra de secrecion vaginal, un microscopio y una
preparacion en portaobjetos o en fresco, y una solucion de hidréxido de potasio (KOH); los
criterios de Amsel permiten a los profesionales de la salud reducir el amplio diagnéstico
diferencial de la secrecion y las molestias vaginales con pruebas rapidas y sencillas®.

Tabla 2. Los criterios de Amsel para diagnosticar Vaginosis Bacteriana.

N° | Criterio Descripcion
1 | Flujo vaginal | Flujo vaginal homogéneo, abundante, de color blanco grisaceo,
caracteristico con olor a pescado y adherente al cérvix y a la pared vaginal.
2 | pH vaginal | pH vaginal mayor a 4,5.
elevado
3 | Prueba de aminas | Prueba de KOH al 10 % positiva; se produce liberacion de aminas
(KOH) con olor caracteristico a pescado.
4 | Células clave Presencia de células guia o clave como celulas epiteliales del
vagina que estan recubiertas con bacterias anaerobias, lo que les
proporciona un aspecto de bordes deshilachados o irregulares.

Fuente: Merchan-Villafuerte et al. %
Puntuacion de Nugent

El sistema de puntuacion de Nugent se ha considerado durante mucho tiempo el estandar de
oro de laboratorio para el diagnostico de la VB; los criterios de Amsel, introducidos por R.
Amsel, P.A. Totten, C.A. Spiegel y sus colegas en una publicacion de 1983 del American
Journal of Medicine, proporcionaron un enfoque diagnostico basado en la clinica que se
fundamentaba en métodos anteriores basados en la tincion de Gram, como los criterios de
Spiegel. En 1991, Nugent y sus colegas perfeccionaron la evaluacién microscépica
introduciendo un sistema de puntuacion estandarizado?®. EI método de Nugent consiste en
examinar frotis vaginales tefiidos con Gram bajo inmersion en aceite y evaluar al menos 10
campos de alta potencia para cuantificar 3 morfotipos bacterianos: Lactobacillus,
Gardnerella y bacilos gramnegativos curvos;cada una de estas 3 categorias obtiene una
calificacion que se basa en la cantidad de bacterias contadas. Después, estas 3 puntuaciones
se suman para obtener una puntuacién total que oscila entre 0 y 10. La puntuacion es la
siguiente:

e 0-3: Negativo para VB
e 4-6: Intermedio
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e 7+: Positivo para VB?'.

La puntuacion de Nugent se emplea sobre todo en el campo de la investigacion, ha mostrado
una sensibilidad y especificidad del 89 % y del 83 %, respectivamente, pero rara vez se

utiliza en la practica clinica (Anexo 2)%.
Técnicas moleculares
Reaccion en cadena de la polimerasa en tiempo real multiplex (RT-PCR)

Actualmente, las pruebas de amplificacion de acidos nucleicos se utilizan ampliamente en el
diagnostico de trastornos vaginales y complementan los métodos de laboratorio “clasicos”,
como los cultivos y el examen microscopico. Presentan varias ventajas sobre los estudios
microbiol6gicos de rutina, como la capacidad de identificar una amplia gama de
microorganismos, incluyendo bacterias dificiles de cultivar y bacterias anaerobias, virus y
protozoos; ademas, permiten determinar el nimero y la proporcion de microorganismos en

la masa bacteriana total®®.

La VB se diagnostica por medio de la prueba molecular concreta de PCR cuantitativa en
tiempo real (RT-PCR). Es una herramienta molecular cuantitativa, confiable y reproducible
que detecta las bacterias que se encuentran en el biotopo vaginal de mujeres con esta
infeccion.. Entre estas, pueden figurar Atopobium vaginae (Fannyhessea vaginae),
Megasphaera spp., Mobiluncus spp., G. vaginalis, BVAB2 y Leptotrichia/Sneathia spp. La
prueba de RT-PCR se utiliza ampliamente porque la amplificacién del ADN se puede
observar en tiempo real, lo que elimina la necesidad de analisis posteriores a la amplificacion

y reduce la probabilidad de contaminacion?,

Dada la naturaleza polimicrobiana de la VB , es deseable amplificar mas de una secuencia
diana a la vez; por consiguiente, los ensayos de RT- PCR se estan convirtiendo en un foco
de investigacion. La RT- PCR incluye conjuntos Unicos de cebadores y sondas que se unen
a regiones del gen del ARNr 16S para proporcionar una alternativa rapida y sencilla a los
métodos que estiman el nimero de copias génicas o los niveles de expresion (Anexo 3)%.
Las diferentes especies bacterianas asociadas a la VB, cuando se analizan individualmente,
presentan valores predictivos positivos variables en el diagndstico de esta infeccion; esta

técnica permite diagnosticar la VB con una sensibilidad del 90,5 % al 96,7 % y una
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especificidad del 85,8 % al 95 % en comparacion con los criterios de Amsel y el sistema de
Nugent %,

Hibridacion fluorescente in situ (FISH)

Se ha empleado el ensayo FISH (hibridacion fluorescente in situ) mediante la secuenciacion
del gen del ARNr 16S para la deteccidn de biopeliculas, lo que permite la deteccidn precisa
de la VB asociada y no asociada a biopeliculas. Se detecta un gran niumero de copias de
ARNr 16S ribosémico (103-10%), caracteristicas de G.Vaginales.,, F. vaginae,
Bifidobacteriaceae, especies de Lactobacilos y otras eubacterias. Las bacterias se analizan
mediante un analisis multicolor utilizando sondas FISH tefiidas con diferentes colorantes, lo
que permite identificar especies especificas dentro de un entorno polimicrobiano; FISH es
adecuado para el examen de frotis vaginales y muestras de orina, asi como del endometrio,

material de aborto o eyaculado®.

FISH combina la precision de la genética molecular y la microscopia, lo que permite evaluar
la relacion entre las bacterias en su microambiente natural, como la biopelicula asociada a la
VB; FISH es un método citogenético para la identificacion de microorganismos especificos
(bacterias, hongos levaduriformes y protozoos). La union complementaria resultante
(hibridacion) de sondas de oligonucle6tidos cortas (generalmente de 18 a 25 pares de bases)
marcadas con fluorescencia con el ARN ribosémico de una célula intacta se analiza bajo un

microscopio de fluorescencia®.
Paneles multiplex

Los recientes avances en el diagnostico molecular, en particular los ensayos de PCR en
tiempo real multiplex, han permitido la deteccion simultanea de multiples patogenos
vaginales con alta sensibilidad y especificidad, facilitando una evaluacion etioldgica méas
completa en mujeres sintomaticas. Ademas de mejorar la deteccién de patdgenos, los
ensayos moleculares permiten la evaluacion semicuantitativa de patdgenos de alto riesgo,
que se han relacionado con la gravedad de los sintomas, la respuesta al tratamiento y el riesgo

de recurrencia®.

La VB e ITS estan asociadas con una amplia gama de microorganismos, incluyendo
bacterias, levaduras, protozoos y virus, como Gardnerella vaginalis, Mycoplasma hominis,
Mycoplasma genitalium, Candida albicans, Chlamydia trachomatis, Neisseria

gonorrhoeae, Trichomonas vaginalis y los alfaherpesvirus; de acuerdo con informes
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previos, los estudios de PCR en tiempo real multiplex han resaltado la alta carga de
infecciones mixtas, particularmente que involucran G. vaginalis, Candida spp. y
Mycoplasma spp., entre mujeres sintomaticas. Ademas, se ha informado ampliamente que
caracteristicas patdgenas comunes como la formacion de biopeliculas por G. vaginalis, la
disbiosis vaginal, las infecciones recurrentes por Candida y la creciente resistencia a los
antimicrobianos y antifungica contribuyen a la persistencia de la enfermedad y la
complejidad clinica en la vaginitis, lo que proporciona un contexto de fondo importante para

los enfoques de diagndstico molecular®,
Prueba de Amplificacion de Acidos Nucleicos (NAAT)

Las pruebas de amplificacion de acidos nucleicos (NAAT) son un método molecular que se
utiliza para detectar el material genético (ADN o ARN) de microorganismos especificos con
alta sensibilidad y especificidad. La NAAT amplifica pequefias cantidades de ADN o ARN
microbiano de una muestra, lo que facilita la deteccion de organismos que podrian pasar
desapercibidos mediante cultivo o microscopia.® Se utilizan ampliamente en el diagnostico
de trastornos vaginales y complementan los métodos de laboratorio “clasicos”, como los
cultivos y el examen microscopico. Presentan varias ventajas sobre los estudios
microbiologicos de rutina, como la capacidad de identificar una amplia gama de
microorganismos, incluyendo bacterias dificiles de cultivar, bacterias anaerobias, virus y
protozoos; ademas, permiten determinar el nimero y la proporcion de microorganismos en

la masa bacteriana total .
Secuenciacién 16S rNA

La secuencia del gen ARNr 16S es el marcador genético de mantenimiento mas comun para
estudiar la filogenia y taxonomia bacteriana. Por lo tanto, la secuenciacién del gen ARNr
16S tiene el potencial de identificar nuevas bacterias y diagnosticar enfermedades
bacterianas®’. Las ventajas de esta técnica de biologia molecular sobre las técnicas
tradicionales incluyen una mayor sensibilidad, un ahorro de tiempo significativo y una
mayor especificidad para la identificacion de bacterias inusuales en cultivos®. Sin embargo,
esta secuenciacion sigue siendo un procedimiento relativamente costoso y, sobre todo,

laborioso, lo que hace imprescindibles alternativas mas econémicas y rapidas (Anexo 4)%.
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PCR con sondas fluorogénicas

La PCR con sondas fluorogénicas es una técnica de biologia molecular que se utiliza para detectar y
cuantificar material genético en tiempo real; esta técnica se basa en el uso de sondas marcadas con
un fluordforo, el cual emite sefial luminosa durante la amplificacion del ADN, permitiendo un
seguimiento continuo del proceso. Estas sondas se unen especificamente a la secuencia diana y a
medida que la ADN polimerasa avanza la sonda es degradada liberando la fluorescencia, por lo tanto,
la intensidad de la sefial es proporcional a la cantidad de ADN presente. Por su alta sensibilidad y
especificidad, es un método que se ha convertido en una herramienta fundamental en el diagnéstico

de infecciones, estudios microbioldgicos y analisis clinicos avanzados*.
Metagenomica shotgun

La secuenciacién metagendémica de shotgun (SMS) ha surgido como un enfoque atractivo
para caracterizar el microbioma vaginal. A diferencia de los métodos basados en 16S, los
enfoques SMS no requieren amplificacion y permiten la deteccién y cuantificacion relativa
de virus de ADN Yy eucariotas incluyendo el componente fungico del microbioma, que se
sabe que juega un papel importante en las comunidades microbianas vaginales. Sin embargo,
los desafios en el contexto de la caracterizacion del microbioma basada en SMS incluyen
una alta fraccion de ADN del huésped "contaminante™; mayores requisitos con respecto a la
cantidad y calidad del ADN de entrada, que, dependiendo del enfoque de muestreo y el
disefio del estudio, no siempre son faciles de satisfacer; y mayores costos de secuenciacion
por muestra en comparacion con los enfoques basados en 16S, al menos cuando se aplican

enfoques SMS de alta cobertura®!.
Metatrancriptémica RNA-seq

La metatranscriptémica representa un enfoque integral prometedor para identificar todos los
microorganismos activos presentes en el entorno de respuesta inmune del huésped. En teoria,
la metatranscriptomica podria diferenciarse de otros enfoques mas especificos de reino al
discriminar, en una sola prueba, virus y bacterias de ADN transcripcionalmente activos de
microorganismos latentes, al tiempo que captura virus de ARN y ARN del huésped. En los
Gltimos afos, la metatranscriptomica también se ha aplicado directamente en la clinica, por
ejemplo, para identificar microorganismos no detectados por los diagnosticos rutinarios y
determinar su perfil de resistencia y genotipo*?; por lo tanto, la metatranscriptémica ofrece
la oportunidad de lograr aplicaciones similares a los enfoques dirigidos a reinos especificos,

con dos ventajas: una sola prueba y una vision general completa de la microbiota.
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Femoflor

En los ultimos afios, la prueba Femoflor-16, de uso doméstico, se ha utilizado ampliamente
para detectar condiciones disbidticas de la vagina. La prueba se basa en RT-PCR con la
prueba de Pomothe se utiliza para determinar la concentracion total de ADN bacteriano: la
masa bacteriana total (MBM) y la concentracion (absoluta y relativa) de los siguientes tipos
de géneros de microorganismos:

e Lactobacillus, Enterobacteriaceae

e Streptococcus, Staphylococcus

e Gardnerella vaginalis/Prevotella bivia/Porphyromonas

e Eubacterium

e Sneathia/Leptotrichia/Fusobacterium

e Megasphaera/Veillonella/Dialister

e Lachnobacterium/Clostridium

e Corynebacterium/Mobiluncus

e Peptostreptococcus

e Atopobium vaginae®
CAPITULO IIl. METODOLOGIA
Tipo de investigacion.

Segun el enfoque: es cualitativo, ya que la investigacion fue fundamentada en una revision
exhaustiva de los recursos bibliograficos; dicha informacion estaba relacionada con las
técnicas moleculares para el diagndstico de la VB. Esta revision permitié analizar y
comprender los conceptos clave, teorias, antecedentes y perspectivas futuras, relacionadas
con la tematica propuesta proporcionando una base sélida para el desarrollo del trabajo.

Segun el nivel: es un estudio de tipo descriptivo, ya que se basé en un analisis definido de
la informacion, misma que fue obtenida de diversas fuentes bibliogréficas actualizadas, las
cuales sirvieron de apoyo en la fundamentacion tedrica para describir las técnicas

moleculares para el diagndstico de VB.

Segun el disefio: es de caracter documental y no experimental, puesto que se enfoco en la

revision de informacién extraida de bibliografia de los Gltimos 10 afios sobre las técnicas
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moleculares para el diagndstico de VB, basandose en la informacion recopilada de estudios

previos, sin manipular variables ni analisis estadisticos.

Segun la secuencia temporal: es de corte transversal retrospectivo, ya que se llevo a cabo
en un periodo especifico de tiempo, desde el 2015 hasta el 2025 y se obtuvo un bloque Unico
de resultados que incluyeron datos previamente recopilados en estudios sobre las técnicas

moleculares en contraste con los métodos tradicionales para el diagnéstico de VB.

Segun la cronologia de los hechos: es de tipo retrospectivo, ya que la investigacion analizé
datos preexistentes en diferentes fuentes bibliogréaficas es decir disponibles antes de la

investigacion.
Poblacién y muestra.
Poblacién

La poblacion en este trabajo de investigacion fue adquirida a través de la aplicacion de
operadores booleanos y palabras claves, misma que quedo conformado por 80 articulos
cientificos que estaban vinculados con el diagnostico molecular de la VB como;
Medigraphic, Scielo, SEMERGEN, Elsevier, Google académico, ProQuest, Portales
médicos, BMJ Journals, Crénicas Cientificas, PubMed. Después, se revisaron los articulos
teniendo en cuenta su relevancia tematica, el afio de publicacion, la clase de estudio y si el

texto completo estaba disponible.
Muestra

Después de aplicar los criterios de inclusion y exclusion previamente definidos, la muestra
final consistid en 36 articulos cientificos. La sintesis y el anlisis de los resultados publicados
en la literatura cientifica se pudieron llevar a cabo en base a la informacion recabada, que
incluyé métodos basados en PCR, amplificacion de &acidos nucleicos y analisis de la
microbiota vaginal; estos estudios proporcionaron datos relevantes sobre las técnicas

moleculares empleadas para diagnosticar la .VB
Criterios de inclusion y exclusion
Criterios de inclusion

e Estudios publicados entre 2015 y 2025.

e Investigaciones originales, articulos cientificos y estudios observacionales.
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e Publicaciones disponibles en texto completo.
e Articulos publicados en idioma espafiol o inglés.

e Estudios realizados en humanaos.
Criterios de exclusién

e Resumenes de congresos, cartas al editor, editoriales o comentarios sin datos de
investigacion.
e Articulos duplicados en diferentes bases de datos.

e Estudios realizados en animales o0 modelos experimentales.
Meétodos de estudio

El analisis de la informacion se llevé a cabo mediante un proceso de revision, categorizacion
y sintesis de los datos adquiridos en los articulos escogidos, después, los datos relevantes
fueron dispuestos en tablas comparativas; este procedimiento facilité la interpretacion de los
resultados y el establecimiento de conclusiones basadas en las evidencias cientificas

recolectadas.

Analisis cualitativo de contenido y sintesis comparativa de resultados
La interpretacion de los resultados de las busquedas bibliograficas y el analisis del contenido

generaron informacién cualitativa.
Técnicas y procedimientos

La observacién fue el método utilizado, por lo que la metodologia se centré en obtener,
examinar y analizar de manera metddica fuentes de informacion cientifica, la finalidad era
recopilar, estructurar y gestionar los datos desde una perspectiva descriptiva que permitiera

integrar los hallazgos de forma coherente y fundamentada.
Consideraciones éticas

Este estudio se realizd de acuerdo con las normas éticas de la investigacion cientifica. Como
es una revision bibliogréafica, no se incluyo a personas directamente ni se manipularon
muestras bioldgicas; por ende, no hubo peligro para la integridad o la salud de los seres
humanos. Ademas, de acuerdo con las reglas de citacion académica, se citaron
apropiadamente todas las fuentes consultadas y se respetaron los derechos de autor y la
propiedad intelectual de los trabajos. El proceso para la busqueda de bibliografia y la

seleccion de los articulos mas importantes se ilustra en el siguiente diagrama de flujo.
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llustracion 1. Diagrama de estrategia de busqueda

DIAGRAMA DE FLUJO
PARA BUSQUEDA

Es importante reunir informacion sobre
las técnicas moleculares v los criterios
clinicos que permiten el diagnostico de
1la VB, con el fin de asegurar la deteccion
temprana v precisa de la infeccion.

Bisqueda de fuentes de

in form aciéon

Base de datos cientificos:
Medigraphic, ScELO, SEMERGEN,

Elsevier, Google académico, ProQuest, |

Portales meédicos. BMIJ  Journals.
Cronicas Cientificas, PubMed.

Cumple con los criterios de inclusion:
Se basa en bases de datos, incluye

informacion pertinente y se ajusta a las
fechas de publicacion de fuentes
bibliogréficas publicadas hasta hace

diez afios para articulos cientificos.

Articulos sdeccionados: 36
Medigraphic  (5). ScELO (4.
SEMERGEN (3), Elsevier (3), Google
académico (3), ProQuest (6). Portales
medicos (2), BMI Journals (2),
Cronicas Cientificas (1), PubMed (5).

Cita utilizando las nommas de
Vancouver, parafraseo de datos v
analisis:

A través de un analisis de la literatura
cientifica, se recopila informacion sobre
el diagndstico y los métodos moleculares
para la VB.

Identificacion de conceptos: VB,
pruecbas de laboratorio, técnicas
molecul ares.

Eleccion de Idioma: espafiol e inglés.

Revisadas: 80
Medigraphic  (10), SciELO (8),
SEMERGEN (6), Elsevier (10}, Google
académico (7), ProQuest (12), Portales
meédicos (5, BMI Journals (7), Cronicas
Cientificas (4), PubMed (11).

Aplica criterios de inclusion

No cumple los requisitos de inclusién:
Se excluyen los articulos cientificos que
no tienen informacién o que no contienen

datos significativos.

Base de datos excluidos: 44
Medigraphic (5. ScELO  (4).
SEMERGEN (3), Elsevier (5), Google
académico (4)., ProQuest (6), Portales
médicos (3), BMJ Journals (5), Cronicas
Cientificas (3). PubMed (6).

Descartar Articul os: 44
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CAPITULO IV. RESULTADOS Y DISCUSION

A continuacién, se describen los principales resultados y la discusion de estos en tablas

categoricas:

Tabla 3. Técnicas moleculares utilizadas para el diagnostico de Vaginosis Bacteriana

N° Autor (ARo) Pob_lacmn Técnicas Utilidad diagnostica
(pacientes) moleculares
Cuantificacion  precisa  de
Hilbert et al. PCR bacterias asociadas a VB con
1 (2016)* 385 | - o
alta sensibilidad y especificidad.
Caracteriza la estructura de la
Oliveira et o5 PCR-DGGE microbiota vaginal
2 al.(2018) gPCR B _ )
Cuantifica bacterias patégenas
o Detecta  cambios en la
Secuenciacion ) ]
Muzny et al. 42 microbiota antes del desarrollo
3 (2018) ¢ 16S rRNA
de VB.
o Analiza la dinamica de la
Metagendmica ) ) o
Elnaggar et al. 4 microbiota antes de la aparicion
4 (2023)% shotgun + gPCR
de VB.
Supera la exactitud de los
PCR con sondas ) o
Schwebke et al. 1.740 o métodos  tradicionales  en
5 (2018)*8 ’ fluorogénicas o o
términos diagnosticos.
Alta sensibilidad y especificidad
Schwebke et al. NAAT (TMA en la deteccion de VB
6 (2020) #° 120 ( : : . g
coinfecciones.
Lillis et al. : NAAT (Xpert Diagnostico rapido y preciso en
7 (2023)%° Xpress MVP) el punto de atencion.
PCR en tiempo
Savicheva et al. real multiplex Alta precision diagnéstica
8 (2023)°L 311 P p g
(Femoflor)
Amor et al. PCR Diagnéstico rapido preciso
9 (2024)0 1011 q g pido p
Deteccion simultanea de ITS y
Van Der Pogzet 560 gPCR o
10 al. (2019) vaginitis
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Mejora precisién y tratamiento
Broache %tg al. 489 gPCR
11 (2021) oportuno
Vieira-Baptista PCR Alta sensibilidad y especificidad
12 | etal. (2021) 312 | e
Secuenciacion
Usyk et al. 123 16S rRNA Clasificacion molecular precisa
13 (2022)>°
(NGS)
i Alternativa diagnostica eficaz
SawchevaS%t al. 331 NAAT 9
14 (2023)
Metatranscripto o ) . .
Dos Santos et 339 _ Analisis funcional microbioma
15 al. (2024)°’ mica (RNA-seq)
) Secuenciacion .
Virtanen et al. 10 Comparabilidad de muestreo
16 (2017)%8 16S rRNA
Van Der Pol et PCR multiplex Diagnoéstico  inmediato vy
17 al. (2025)> 45 (NAAT) confiable en entornos clinicos.
o Permite caracterizar la
. Secuenciacion . . .
18 Durski et al. 512 microbiota vaginal con alta
(2022)%° 16S rRNA -
precision.

qPCR= Eeaccion en cadena de la polimerasa cuantitativa en tiempo real; PCR-DGGE=
Eeaccion en cadena de la polimerasa con electroforesis en gel con gradiente
desnaturalizante; 168 rRINA= ARN ribosomal 165; NAAT= Prueba de amplificacion de
acidos nucleicos; TMA= Amplificacion mediada por transcripcion; gRT-PCR= PCE
cuantitativa con retrotranscripoion: PCR multiplex= amplificacion sumultanea de multiples
secuencias de ADN; Xpert Xpress= prueba molecular automatizada basada en NAAT;
cpn6l= gen que codifica la proteina chaperoming 60; VB=
Metatranscriptomica (RINA-seq); ITS= infecciones de transmision sexual.

vaginosis bacteriana;

Analisis y discusion

Los estudios revisados muestran una evolucion en el diagnéstico de la VB, desde los
métodos tradicionales hasta técnicas moleculares mas precisas. En estudios como los de
Hilbert et al. y Schwebke et al. se ha demostrado que la PCR, en sus distintas variantes,

permite una cuantificacion mas exacta de las bacterias asociadas a VB, mejorando la
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sensibilidad y especificidad frente a los metodos convencionales. Eso muestra una tendencia
hacia la adopcion de herramientas mas objetivas y reproducibles en el diagnéstico clinico®®
48.

Por otra parte, estudios como los de Oliveira et al. y Muzny et al. resaltan la aplicacion de
técnicas como la PCR-DGGE vy la secuenciacion 16S rRNA en la caracterizacion de la
estructura de la microbiota vaginal*®#®, Estas metodologias no sélo identifican la presencia
de microorganismos sino que también permiten observar los cambios dindmicos que ocurren
con anterioridad al desarrollo de la enfermedad, lo cual aporta un valor predictivo
importante*®. En la misma linea, Elnaggar et al. refuerzan esta idea al analizar la dindmica
microbiana mediante metagendmica, evidenciando como las alteraciones en la microbiota
preceden a la VB,

La utilidad diagnostica de las pruebas basadas en la NAAT y de la gPCR ha sido confirmada
como muy elevada por maltiples estudios. Investigaciones como las de Schwebke et al.*®,
Lillis et al. y Van Der Pol et al. han demostrado que estas técnicas no solo permiten la
deteccion de VB, sino también de coinfecciones, como infecciones de transmision sexual, lo
cual mejora el manejo clinico integral® %°. Amor et al. y Broache et al. también resaltan la
rapidez y precision de estos métodos, lo que permite llegar a un diagndstico oportuno y

realizar un tratamiento adecuado en menor tiempo*® %3,

En cuanto a tecnologias méas avanzadas, estudios como los realizados por Usyk et al. y Dos
Santos et al. demuestran el aporte de la secuenciacién de nueva generacion y la
metatranscriptdmica® °’. Estas herramientas permiten no sélo identificar microorganismos
sino conocer su actividad funcional, ampliando la vision desde una perspectiva meramente

diagnostica a una mas integral de la VB.

Finalmente, investigaciones como la de Virtanen et al. brindan un aspecto metodoldgico
importante al evidenciar que las variaciones en el muestreo tienen un efecto insignificante
en los resultados, siendo los factores clinicos los que mas influyen en la variabilidad
microbiolOgica, estos resultados, sugieren que las técnicas moleculares son fiables y también
consistentes entre diferentes escenarios, respaldando su uso creciente en la investigacion y

en la préctica clinica.5®.
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Tabla 4. Microorganismos asociados a Vaginosis

técnicas moleculares.

Bacteriana identificados mediante

N Autor Poblacién Microorganismos Importancia Técnica molecular
fio identificados iagnostica utilizada
° (Ao) identificad diagnosti ilizad
Munch et .
1 al 251 Gardnerella vaginalis, | Principal - agente | gpcR
(2024)62 asociado a VB
5 | Sabo eteaal. 340 Mageeibacillus indolicus | pishiosis vaginal gPCR
(2019)
Secuenciacion
Witkin et ) _ o del gen 16S
3 | 613 Lactobacillus crispatus | D1sminucion _
(20212'1)64 protectora rRNA  (regién
V1-V3)
Armstrong Lactobacillus iners | ion de |
4 ot 193 o ) Alteracion de la NAAT
al(2022)° Lactobacillus jensenii microbiota
Hernandez Atopobium + Gardnerella
5 -Gomez et 201 P Anaerobio AHC
al. vaginalis frecuente
(2023)°%°
Munch et N
6 al. 251 Gardnerella vaginalis Diversidad gPCR
(202407 asociada a VB
Zozaya et o _— Secuenciacion
7 al. 10 Gardnerella vaginalis Transmision
(2024)°® sexual 16S rDNA
Severgnini o .
3 t al 61 Gardnerella vaginalis Asociado a gPCR
(2%;2)'69 severidad VB
) Gardnerella vaginalis
Achilles et ) )
9 al 266 Atopobium vaginae Incremento VB | gpCR
N0 ) asociado DIU
(2018) Lactobacillus spp.
1 Plgtmarrer 1 Prevotella spp., Asociado 3 Secuenciacion
0 (2021)'71 Gardnerella spp. recurrencia VB 16S rRNA

VB= Vaginosis Bacteriana; DIU= dispositivo intrauterino; rRNA= ARN ribosémico;
NAAT= prueba de amplificacion de acidos nucleicos; AHC= métodos clinicos de Asmel;
gPCR= reaccion en cadena de la polimerasa cuantitativa en tiempo real.
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Anadlisis y discusion

El andlisis de los estudios evidencia que la VB puede atribuirse a un Unico microorganismo,
sino a una alteracion compleja de la microbiota vaginal. Gardnerella vaginalis es uno de
los principales agentes implicados, como sefialan Munch et al. pero no es el Unico
responsable de la enfermedad, sino que su importancia se basa en la diversidad y

coexistencia con otros microorganismos. Este descubrimiento apoya la idea de que la VB es

maés un estado de disbiosis que una infeccion tradicional producida por un solo patogeno’”2,

En esta situacion, aparecen otros microorganismos que pasan a tener importancia en el
desequilibrio vaginal. Sabo et al. describen a Mageeibacillus indolicus como un marcador
de disbiosis, mientras que Hernandez-Gomez et al. resaltan que la relacion entre Atopobium
y Gardnerella vaginalis es un patron que se repite con frecuencia en los medios anaerobios
tipicos de VB. Estos resultados indican que la interaccion entre bacterias anaerobias favorece

el desarrollo de la enfermedad, mas alla de 1a presencia de cada especie por si sola’L,

Por otro lado, los estudios que analizan bacterias beneficiosas muestran un papel protector
importante. La disminucion de Lactobacillus crispatus esté asociada a pérdida de proteccién
vaginal, como lo demuestran Witkin y et al. y Armstrong et al. evidencian alteraciones en
especies como Lactobacillus iners y Lactobacillus jensenii. Esto significa que no sélo cuenta
la presencia de bacterias patogenas, sino también la disminucion de microorganismos

protectores, lo que propicia el desequilibrio microbioldgico*¢.

Algunos estudios proporcionan también informacion sobre factores asociados a la aparicién
y transmision de la VB. Zozaya et al. plantean la posibilidad de una transmisién sexual de
bacterias asociadas, lo cual amplia el entendimiento epidemiolédgico de la enfermedad®®. Por
otro lado, Achilles et aldemuestran que el uso de dispositivos intrauterinos puede propiciar
el aumento de bacterias vinculadas con VB, sugiriendo que factores externos también afectan

a la dinamica de la microbiota vaginal.®.

En conclusion, la repeticion de la VB es un elemento clave en su tratamiento clinico. La
persistencia de microorganismos como Gardnerella y Prevotella estd vinculada a las
recaidas despueés del tratamiento, segin han demostrado Plummer et al, esto sefiala que los
tratamientos actuales podrian no ser suficientemente efectivos para lograr la restauracion

total del equilibrio microbiologico®, entonces estos resultados muestran que la VB es una
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condicion multifactorial, en la que su aparicion, persistencia y recurrencia dependen de la

interaccién entre microorganismos, elementos del huésped y otros factores externos.

Tabla 5. Comparacion de la sensibilidad y especificidad de las técnicas moleculares frente

a los métodos diagndsticos tradicionales en la deteccion de la Vaginosis Bacteriana.

Autor Técnica molecular vs Sensibilidad y
~ Poblacion . i especificidad
(ARO0) Técnica convencional
(comparadas)
Mayor frecuencia
Pinto et al. | 356288 NAAT de deteccion y co-
(2023)"? O Métodos clinicos/microscopia testeo  (71% vs
23%).
PCR
Hilb | | o S: 92%
ioertetal. | ,qc Criterios de Amsel
(2016)* . E: 95%
Puntuacion de Nugent
NAAT
Schwebke N . Amsel " S: 95.0%
et al. 48 ugent + msel, cultivo vy
(2019)" o E: 89.6%
secuenciacion
- NAAT S:93.6-99.0%
Lillis et al. 5
(2023) % BD MAX Vaginal Panel E: 92.1-99.8%.
o _ Baja concordancia
Melo et al. PCR + evaluacion microbiota (Gram)
(2021)™ 125 o (Kappa 0.14-
Diagnostico clinico (matronas)
0.22).
Ferr;ar:dez 42 Test rapido de antigenos especificidad
etal.
(2023)7 Tincién de Gram (criterios de Nugent) >90%
. . 0,
Challa et al. so4 PCR S: 71.8-88.2%
(2022)7® Criterios de Amsel / Nugent E: 78.2-90.1%
. | 0,
Gaydos et 1740 PCR S: 90.5-93.1%
al. (2017)"" Nugent, Amsel, cultivo, microscopia E: 85.8-99.3%

NAAT = Prueba de amplificacion de acidos nucleicos; PCR = Reaccidn en cadena de la
polimerasa; qPCR = PCR cuantitativa; gQRT-PCR = PCR con retrotranscripcion; 16S rRNA
= ARN ribosomal 16; S= sencibilidad; E= especificidad.
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Anadlisis y discusion

El andlisis de los estudios muestra una diferencia consistente entre los métodos moleculares
y los convencionales en el diagnostico de VB. En el estudio de Pinto et al. se observé que el
uso de NAAT proporciona una mayor frecuencia de deteccion y de co-testaje (71% frente a
23%) en comparacion con los métodos clinicos y de microscopia, lo que sugiere una mayor
capacidad para identificar casos incluso en situaciones en las que la VB puede pasar
desapercibida. Esto refuerza la idea de que las técnicas moleculares amplian la cobertura del

diagnoéstico®’.

En cuanto a la precision diagnostica, trabajos como los de Hilbert et al. y Schwebke et al.
demuestran que tanto la g°PCR como la NAAT alcanzan niveles elevados de sensibilidad y
especificidad. En concreto, Hilbert y cols. obtuvieron valores del 92% y del 95%,
respectivamente, y Schwebke et al. hallaron una sensibilidad todavia mayor (95,0%) aunque
con una ligera disminucion de la especificidad (89,6%). Esto indica que las técnicas
moleculares son muy eficaces para la deteccion de VB, pero que pueden variar segun las

técnicas de referencia que se utilicen en combinacion®:¢s,

Por otro lado, el panel vaginal BD MAX que fue analizado por Lillis et al. mostré una
sensibilidad (que varia entre 93,6 y 99,0 %) y una especificidad (que oscila entre 92,1y 99,8
%), lo que sefala un diagndstico altamente exacto, situando a los paneles moleculares como
instrumentos confiables que no solamente detectan la VB, sino también otras infecciones

concurrentes, lo que mejora el enfoque clinico integral**.

En contraste, los métodos clinicos tradicionales presentan limitaciones importantes. Melo et
al. demuestran que el diagndstico por personal clinico sin el apoyo de técnicas moleculares
presenta una baja concordancia (Kappa 0.14-0.22) con un alto riesgo de sobre o
subdiagnoéstico®®. Asimismo, si bien técnicas como la tinciéon de Gram y los test rapidos
pueden alcanzar en algunos casos sensibilidades y especificidades superiores al 90%, como
lo reportan Huertas Fernandez et al., su rendimiento puede variar segun el microorganismo

evaluado y la experiencia del observador™.

Por ultimo, estudios como los de Challa et al. y Gaydos et al. demuestran que los métodos
moleculares superan a los convencionales en precision global’'72. Gaydos y cols. 72 hallaron

una sensibilidad del 90,5-93,1% y una especificidad hasta del 99,3%, lo que indica un alto
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valor diagnostico. En su conjunto, estos hallazgos permiten concluir que, si bien los metodos

tradicionales contintan teniendo valor en determinadas situaciones, las técnicas moleculares

constituyen en la actualidad la opcion mas precisa, reproducible y completa para el

diagnostico de la VB, lo que favorece a que se tomen decisiones clinicas mas oportunas y

eficaces.

CAPITULO V. CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES

Las técnicas moleculares utilizadas en el diagnostico de la VB han demostrado ser
métodos de alta precision y reproducibilidad y con una mayor capacidad de deteccion
que los métodos tradicionales. La gPCR permite en particular cuantificar la carga
bacteriana y detectar microorganismos especificos aun a bajas concentraciones, o
cual permite evaluar de forma mas precisa el grado de disbiosis, y las pruebas basadas
en NAAT se caracterizan por su alta sensibilidad y especificidad y por su capacidad
para identificar maltiples patégenos y coinfecciones al mismo tiempo. El conjunto
de técnicas no sélo permite una mejor identificacion de los agentes implicados, sino
que también optimiza el abordaje clinico al disminuir la subjetividad asociada a
métodos como Amsel o Nugent, lo cual favorece a la obtencion de resultados méas
consistentes. Por ello, su aplicacion supone un avance significativo en el diagndstico
de la VB, por lo que se recomienda su incorporacién progresiva a la practica clinica,
especialmente en casos recurrentes o de dificil diagnostico, asi como la mejora de su
acceso en los sistemas de salud con recursos limitados.

Las técnicas moleculares de deteccion de microorganismos relacionados con la VB
demuestran que esta condicién no es provocada por un solo agente, sino que se debe
a un desequilibrio complejo de la microbiota vaginal. En este sentido, técnicas como
la gPCR y la secuenciacidn del gen ARNr 16S han demostrado una mayor precision
diagndstica para la identificacion de microorganismos, ya que permiten detectar
bacterias predominantes, asi como especies menos abundantes, incluso en bajas
concentraciones. También, técnicas como la NAAT complementan este diagndstico,
permitiendo detectar simultdneamente multiples patdgenos. Se mantiene como un
microorganismo importante la Gardnerella vaginalis, pero la interaccion con otros
como Atopobium, Prevotella y la disminucion de Lactobacillus spp. es determinante
en la patogénesis. Asimismo, la diversidad bacteriana y la coexistencia de multiples

especies se relacionan con mayor severidad y recurrencia, reforzando el concepto de
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disbiosis en lugar de infeccion aislada. Por ello se recomienda considerar perfiles
microbiolégicos completos en el diagndstico y tratamiento, asi como impulsar el
desarrollo de terapias dirigidas que permitan restaurar el equilibrio de la microbiota
y no solo eliminar patégenos.

Al contrastar los métodos diagnosticos tradicionales con las técnicas moleculares, se
nota que estas ultimas tienen una sensibilidad y especificidad més alta, alcanzando
en la mayor parte de las investigaciones mas del 90% en ambas variables; en cambio,
los métodos clinicos y de microscopia son menos concordantes y presentan
variabilidad, lo cual puede generar fallos en el diagndstico, pues los paneles
moleculares son especialmente reconocidos por su exactitud y por la habilidad de
detectar varios patdgenos al mismo tiempo, lo cual posibilita obtener un diagnéstico
maés fiable y proporciona un tratamiento mas a tiempo, entonces se sugiere priorizar
el uso de métodos moleculares para detectar la VB, especialmente en contextos
clinicos dificiles, ademas, es esencial formar a los profesionales sanitarios para que
puedan interpretar estos descubrimientos y asi optimizar la toma de decisiones

clinicas.
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ANEXQOS

Anexo 1. Gardnerella Vaginalis

Namero
de parejas limitado
Cocobacilo

TRATAMIENTO

METODOS DE

Cultivo: medios enriquecidos; agar
sangre se observan colonias
muy pequefas rodeadas de B-
hemolisis

EPIDEMIOLOGIA

Figura 3.
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urinarias y bacteriemia posterior a la
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renales.

| Habitual en mujeres (70%) y nifias (14%) l
asintométicas.

Casi siempre se detecta en la vaginitis la formacién de biopelicula es
bacteriana G.) indispensable para su supervivencia.
3 Aumenta la produccion de
Factores de riesgo: uso de dispositivos sialidasa blopeliculas a través de la actividad
intrauterinos, edad, nimero de parejas de la

sexuales, uso excesivo de duchas vaginales

Fuente: https://share.google/2CXPxZoVQBvrADIW]

Anexo 2. Puntuacion de Nugent

Morfotipos en coloracidn de gram Valoracion numeérica (elementos/campo)
0 1 2 3 4
cilos rectos gram positivos » 30 5_30 1_4 1 o0
ompatibles con lactobacillus spp.
Eu:u—ba:ii&s gram variables tipo 0 <1 1_4 5_30 (| =30
naerobios compatible con Gadnerella
waginalis,
Bacilos GRAM variables curvos 0 1_4 5_30 - -
compatibles con Mobiluncus spp

Fuente: _https://share.google/GflpWKwlo4Rz0JQnx
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Anexo 3. Panel vaginal PCR Kit

O, APLICACIONES

Muestras de hisopos vaginales humanos

| conTENIDO

Master mix A y B, Solucién de reconstitucién, Control positivo y
negativo. Cada mix incluye cebadores/sondas de control interno para
ie muestras humanas que permite detectar una foma

incorrecta o su posible degradacion

Formatos del kit:

Ref. RTPCRO05-LPD contiene tapones y 1 placa de 96 tubos low
profile (0,1 ml) divisible en 12 tiras de PCR con la Master Mix
predispensada v liofilizada

‘g\,COMPATIBILIDAD

Sistemas de extraccion: BioMeérieux (NucliSENS® easyMag®),
Roche (MagNA Pure System), TANBead (Maelstrom 4800 y 9600),
Thermo Fisher Scientific (KingFisher Flex) y Bruker

(GenoXtract 12), entre otros.

Termocicladores Realtime PCR: Bio Rad (CFX96 Touch™)

DIANAS

Mix Diana Canal
G. vaginalis A GenlT6s FAM
Lactobacillus spp. A Gen rplK HEX/VIC
Avaginae A Genlés “Texas Red/ROX
T vaginalis A Gen TRIDNATARP Cy5
C. glabrata B GenITS FAM
Candida spp.* B GenITS HEX/VIC
C. albicans B GenITS Texas Red/ROX
C. krusei B GenITS Cy5
Control Interno A,B Genhumano ARNasa P Quasar 705 (Cy5.5)

* Candida tropicalis/Candida par Candida dubliniensis

INFORMACION Y PRODUCTOS RELACIONADOS

[© INTERPRETACION DE RESULTADOS

Para la interpretacion de resultados se requiere el uso de VIRCOM
MOLECULAR COMMUNICATIONS SOFTWARE que realiza un
célculo automatico utilizando la presencia relativa de tres
marcadores (LB, GV y AV) para detectar vaginosis bacteriana y la
clasificacion de la flora vaginal (G1-G4)

Flora Normal

No existe alteracion significativa basada en a presencia relativa
de los marcadores Lactobacillus spp. y G. vaginalis/A. vaginae

* Grado 1: Solo hay presencia de Lactobacillus spp.

* Grado 2: Flora dominada por Lactobacillus spp. pero con
presencia de G. vaginalis/A. vaginae.

Vaginosis Bacteriana

Alteracion significativa entre la presencia de Lactobacillus spp. y
G. vaginalis/A. vaginae

* Grado 3: Flora asociada a vaginosis bacteriana dominada por G,
vaginalis/A. vaginae, aunque con presencia de Lactobacillus spp
* Grado 4: Flora asociada a vaginosis bacteriana o flora alterada
Lactobacillus spp. es escaso o ausente en la muestra. Pueden
predominar G. vaginalis/A. vaginae. La alteracion de la flora
normal también puede ser causada por otros microorganismos no
incluidos en este kit

Adicionalmente el kit detecta de forma cualitativa |a presencia de
Trichomonas vaginalis y diferentes especies de Candida spp., entre
ellas C. glabrata y C. krusei, relevantes por su resistencia a los

azoles

{5} RENDIMIENTO _—
Sensibilidad Especificidad muestras
Vaginosis bacteriana 96% 92% 100
Trichomonas vaginalis 96% 100% 100
Candida glabrata 96% 100% 100
Candida spp 97% 100% 113
Candida albicans 94% 100% 100
Candida krusei 96% 100% 100

La clasificacion de las muestras como vaginosis bacteriana o
flora normal fue realizada comparando frente a Tincion de Gram y
el score de Nugent. La deteccion de ADN de T. vaginalis o Candida
fue realizada comparando con otros kit de RTPCR comerciales

Descripeion

VAGINAL PANEL REALTIME PCRKIT [EE
CT/NG/TV/MG REALTIME PCR KIT
AMPLIRUN TOTAL CT/NG/TV/MGE CONTROL (SWAB)

Referencia Contenido
RTPCRO05-LPD 48 tests
RTPCRO06/-LPD 96 tests

MBTC024-R 10 viales

Fuente: https://share.google/VYCNHI1LXYVL800rE6
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Anexo 4. Secuenciacion 16S ARNr

illumina

Fuente: https://share.google/OGN1iwa3puN4xu8Ix
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