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Antecedentes: E/ microbiota vaginal desempefia un papel crucial en la salud de la mujer, y un desequilibrio de esta, como
una infeccion por bacterias, virus u hongos, produce vaginosis. Su diagndstico por laboratorio es principalmente mediante
los criterios de Amsel y la puntuacion de Nugent. Sin embargo, una puntuacion de Nugent intermedia carece de poder
diagndstico. Objetivo: Determinar la utilidad de la puntuacion de Nugent intermedia en el diagndstico de vaginosis
bacteriana. Método: Se analizaron 460 muestras vaginales para la deteccion de Gardnerella, Ureaplasma, Mycoplasma,
Candida y Trichomonas mediante microscopia y cultivo microbioldgico con medios especiales, asi como por ensayos
moleculares para estos y para Chlamydia trachomatis empleando la reaccion en cadena de la polimerasa de punto final. E/
andlisis estadistico se realizo mediante un conglomerado de K-medias. Resultados: E/ conglomerado de K-medias evidencio
la formacidn de cuatro clusteres, en los que la puntuacion intermedia de Nugent se agrupd dentro del cluster 1 que presento
mayor puntuacion de vaginosis bacteriana. El cluster 4 mostro alta variabilidad de patdgenos y se encontrd dentro del
cuadrante de la vaginosis, sugiriendo que estos desarrollan una vaginosis aerdbica. Conclusiones: Las pacientes con una
puntuacion de Nugent de 4 a 6 (intermedia) deben considerarse que tienen una vaginosis bacteriana.

Vaginitis.Vaginosis. Amsel. Nugent.

Background: The vaginal microbiota plays a crucial role in women’s health, and an imbalance of this, such as an infection
by bacteria, viruses, and fungi, causes vaginosis. Its laboratory diagnosis is mainly based on the Amsel criteria and the Nu-
gent score. However, the intermediate Nugent score lacks diagnostic power. Objective: To determine the usefulness of the
intermediate score in diagnosing bacterial vaginosis. Method: Four hundred and sixty vaginal samples were analyzed for
the detection of Gardnerella, Ureaplasma, Mycoplasma, Candida, and Trichomonas by microscopy and microbiological culture
with selective and differential media, as well as by molecular assays for these and for Chlamydia trachomatis using end-point
polymerase chain reaction. The statistical analysis was performed using a cluster of K-means. Results: Statistical analysis
using a K-means cluster showed the formation of four clusters where the intermediate Nugent score was grouped within
cluster 1, which had the highest bacterial vaginosis score. Cluster 4 showed a high variability of pathogens within the vaginosis
quadrant, suggesting they develop aerobic vaginosis. Conclusions: Patients who show a Nugent score of 4 to 6 (intermediate)
should be considered as women who have bacterial vaginosis.
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La vaginitis en la mujer es el trastorno clinico mas
frecuente de asistencia con el médico ginecdlogo,
pues a menudo se presenta con sintomas de ardor,
olor, picazén e irritacion'?. Las afecciones mas fre-
cuentes que estan asociadas con la vaginitis son la
vaginosis bacteriana, la candidiasis vulvovaginal y la
tricomoniasis'-2.

La vaginosis bacteriana es una disbiosis vaginal ca-
racterizada por una disminucion de las especies co-
mensales de Lactobacillus y un sobrecrecimiento de
bacterias anaerobias, como Gardnerella spp., Fann-
yhessea vaginae (anteriormente Atopobium vaginae),
Prevotella spp., Bacteroides spp. y Mobiluncus spp.,
en el microbiota vaginal. La vaginosis bacteriana es la
causa mas comun de flujo vaginal anormal en las mu-
jeres en edad reproductiva'3. Su prevalencia varia del
20 al 60% segun el pais donde se hace el diagnéstico®.
Presenta una incidencia estimada del 27% en EE.UU.,
del 29% en Europa y del 28 al al 30.6% globalmente?*.
Las especies de Lactobacillus desempefian un papel
importante en los mecanismos de defensa del huésped
para proteger el microbioma vaginal manteniendo un
ambiente &cido y equilibrado, gracias a la produccion
de &cido lactico, perdxido de hidrégeno y bacteriocinas
que inhiben el crecimiento de otras bacterias oportu-
nistas y mantienen el equilibrio del microbiota
vaginal®.

La candidiasis vulvovaginal es una infeccion fungica
causada por especies de Candida y se ubica como la
segunda causa mas frecuente de infeccién vaginal,
después de la vaginosis bacteriana. Se estima que
entre el 70 y el 75% de las mujeres tendra al menos
un episodio durante su vida reproductiva®. Aunque la
especie mas comun (90% de los casos) en la candi-
diasis vulvovaginal es Candida albicans, existen otras
especies de Candida, como Nakaseomyces glabrata
(C. glabrata), C. tropicalis, C. parapsilosis y Pichia
kudriavzevii (C. krusei), que también producen candi-
diasis vulvovaginal’-?°, La prevalencia mundial es di-
versa: del 25% en Argentina, del 34% en Arabia Sau-
dita, del 31% en Jamaica, del 42% en Libano, del 44%
en Brasil, del 13% en China, del 20% en Kuwait, del
42% en Kenia y del 45% en Uganda®. En México, del
12.5 al 23.3% de las vaginitis son por candidiasis vul-
vovaginal, siendo C. albicans la mas prevalente
(39-80%), seguida por N. glabrata (35.9%), C. tropica-
lis (16.2%), P. kudriavzevii (1.55%) y C. parapsilosis
(0.78%). Recientemente se ha informado de altos

porcentajes de infeccion por N. glabrata (80.43%) en
mujeres con candidiasis vulvovaginal recurrente®’.

La tricomoniasis es causada por el protozoo Tricho-
monas vaginalis y es una de las infecciones mas fre-
cuentes en todo el mundo'28. La Organizacion Mundial
de la Salud (OMS) reporta que cada afio hay cerca de
156 millones de nuevos casos. Es considerado como
un microorganismo de transmision sexual que se ha
asociado con mudltiples resultados adversos para la
salud sexual y reproductiva en mujeres, hombres y
recién nacidos®®. Un metaandlisis inform¢ una preva-
lencia de T. vaginalis del 5.5% en diversas poblaciones
del Oriente Medio y del norte de Africa’®. En Europa,
las tasas son mas bajas: del 0% en Alemania, del 1.6-
1.9% en Inglaterra, del 2.1% en Bélgica, del 1.2-1.9%
en Espafa y del 1.7% en Francia'"'2. En EE.UU. se ha
documentado una prevalencia del 1.8% en promedio,
pero con una amplia disparidad étnica (0.4-6.8%)8. En
mujeres de América Latina en edad reproductiva se ha
estimado en un 3.9%8. En México, la tricomoniasis es
una enfermedad poco notable, ya que los datos epide-
mioldgicos reportados por los servicios de salud publi-
ca no representan la magnitud real de lo que ocurre,
debido a la falta de una cobertura total y porque mu-
chas mujeres son asintomaticas. La poca informacion
disponible en México sobre la prevalencia de tricomo-
niasis reporta entre un 0.5 y un 17.9%, la cual se limita
a estudios locales realizados en unas cuantas
ciudades®'315,

El diagnostico preciso de la vaginitis sigue siendo un
desafio debido a los numerosos agentes etioldgicos
que pueden estar involucrados. El diagndstico clinico
se basa histéricamente en la evaluacion clinica, el
examen microscopico y el cultivo microbioldgico'36.
El método de referencia para la deteccién de vaginosis
bacteriana es la tincién de Gram utilizando la puntua-
cion de Nugent'3'6, Sin embargo, se debe tener en
cuenta que la evaluacion microscépica de los frotis
depende de las habilidades y de la experiencia del
investigador, y no siempre se obtiene una informacion
confiable sobre los taxones bacterianos, la presencia
de biopeliculas o el grado de disbiosis vaginal. La pun-
tuacion de Nugent consiste en evaluar e identificar tres
morfotipos de bacterias en un portaobjetos tefido por
el método de Gram: Lactobacillus, Gardnerella y bas-
toncillos curveados®'6. Se conoce que la presencia de
Lactobacillus previene la colonizacion y la infeccion
por patégenos de transmision sexual y de especies de
Candida®. La puntuacién de Nugent tiene tres catego-
rias: 0-3, negativa para vaginosis bacteriana (alto con-
tenido de lactobacilos); 4-6, intermedia (bajo contenido
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Tabla 1. Evaluacién de los morfotipos bacterianos segun los criterios de Nugent

Morfotipos observados por campo

Puntaje Nugent Lactobacilos Bacilos cortos Gram variables Bacilos curvos Gram variables
grampositivos (Gardnerella vaginalis/Bacteroides) (Mobiluncus spp.)

0 >30
1 1-30
2 1-4
3 <1
4 0

de lactobacilos), y > 7, positiva para vaginosis bacte-
riana (nulo contenido de lactobacilos)'®.

Actualmente existen muy pocos estudios sobre la
puntuacion de Nugent intermedia y su asociacién con
tricomoniasis o candidiasis vulvovaginal. Estos pocos
estudios se han realizado en trabajadoras sexuales y
en mujeres que asisten a las clinicas de infecciones
de transmisién sexual”'®, en donde la ausencia de
Lactobacillus se asocié con un incremento de in-
fecciones de transmision sexual y de candidiasis vul-
vovaginal. Por lo tanto, el propdsito de este estudio fue
evaluar la puntuacion de Nugent intermedia en la va-
ginitis de mujeres embarazadas e infértiles.

Método

Se empled la guia internacional STROBE (www.stro-
be-statement.org) para garantizar el rigor y la transpa-
rencia del presente trabajo.

Diseno del estudio

Se realiz6 un estudio transversal, descriptivo y ob-
servacional de enero a julio del 2024. Todas las parti-
cipantes firmaron su consentimiento informado.

Poblacion de estudio

La poblacion estuvo conformada por mujeres de en-
tre 15 y 45 afios que mostraran datos clinicos de cer-
vicitis, flujo vaginal o prurito, y que asistieron al Instituto
Nacional de Perinatologia para identificar las causas de
su molestia. Los criterios de inclusion fueron no haber
tomado antibidticos 20 dias antes de la toma de la
muestra y tener abstinencia sexual de al menos 72
horas en el momento de la toma de la muestra. Los

0 0
<1 1-4
1-4 >5
5-30
> 30

criterios de exclusion fueron tener expediente clinico
incompleto.

Obtencion de la muestra

Las muestras cervicovaginales se obtuvieron median-
te hisopado vaginal y endocervical. Los hisopos fueron
depositados en medio de transporte (Medio UTM-RT,
COPAN, Brescia, Italia) para la posterior extraccion de
DNA en el laboratorio de bioinmunologia molecular y
celular del Instituto Nacional de Perinatologia.

Analisis microscopico y cultivo
microbiolégico

Para el cultivo cervicovaginal se tomaron tres hisopos:
el primero para cultivo en medios artificiales, el segundo
para un frotis para tincién de Gram y el tercero para un
examen en fresco. Para este dltimo, la muestra se ho-
mogeniz6 en un tubo con solucién salina y se coloco
una gota entre un portaobjetos y un cubreobjetos; la
observacion se realiz6 en un microscopio Karl-Zeiss con
objetivo de 40 aumentos. Se realizé la busqueda de
células clave, levaduras, pseudohifas y T. vaginalis. Para
los criterios de Amsel se analizaron el pH (> 4.5), la
presencia de flujo vaginal gris, homogéneo y adherente,
la liberacion de olor a pescado al adicionar hidréxido de
potasio al 10% a la secrecidn y la presencia de células
clave. La presencia de tres de los parametros anteriores
se considera como vaginosis bacteriana.

El frotis con la tincién de Gram y observacion con el
objetivo de 100 aumentos se emple6 para evaluar los
diferentes morfotipos bacterianos (criterios de Nugent),
como se observa en la tabla 1. Una puntuacion entre
0 y 3 se interpret6 como microbiota vaginal normal
(predominio de Lactobacillus), de 4-6 como intermedia
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(microbiota mixta) y de 7-10 como vaginosis bacteriana
(caracterizada por el agotamiento de Lactobacillus
spp. y la presencia abundante de Gardnerella vaginalis
o de Bacteroides spp.).

El medio de cultivo artificial empleado fue agar ge-
losa chocolate (agar Columbia CNA suplementado con
sangre de caballo o sangre humana al 5%). La muestra
se sembrd por la técnica de estria cruzada e incubada
a 37 °C con un 5% de dioxido de carbono por 48 horas.
La presencia de colonias de 1 mm de diametro, beta-
hemoliticas y de color grisdceo se considerd como
posible G. vaginalis; para confirmar su identificacion se
realizaron las pruebas bioquimicas correspondientes
en el sistema automatizado Vitek Compat 2, usando la
tarjeta NH.

Todas las muestras vaginales se sembraron en me-
dio de agar dextrosa Sabouraud para aislamiento de
hongos. A todos los aislamientos micoldgicos se les
realizé un estudio micromorfoldgico en agar harina de
maiz con un 1% de Tween 80 (Corn-Mealagar, Oxoid,
Reino Unido) y se sembraron en agar cromogénico
para levaduras (CHROMagar" Candida, Paris,
Francia). Para la identificacion de género y especie se
utilizaron los patrones de asimilacién de azucares em-
pleando las galerias API®ID32Co API®20CAUX
(bioMérieux, Marcyl’Etoile, Francia). Ademas, se inclu-
yeron otras pruebas bioquimicas para diferenciar
C. albicans de C. dubliniensis.

La extraccion del ADN de las muestras cervicovagi-
nales se realiz6 por el método fenol-cloroformo, tal
como describieron Gonzalez-Mustri et al.’®.

Se amplifico el gen ARN ribosomal 16S (ARNr 16S)
especifico de G. vaginalis usando los iniciadores
forward 5-TTCGATTCTGGCTCAGG y reverse
5-CCATCCCAAAAGGGTTAGGC. Los iniciadores fue-
ron sintetizados segun sus secuencias publicadas y
descritas por Pillay et al.?°. La PCR se realizdé en un
volumen final de 25 pl bajo las siguientes condiciones:
0.2 uM de cada iniciador, 1 ul de ADN gendmico,

12.5 pl de Master Mix 2X (PCR Master Mix, Thermo
Scientific, Waltham, MA, EE.UU.) y el resto de agua
grado biologia molecular. La mezcla de reaccion se
sometio a 28 ciclos de desnaturalizaciéon a 94 °C du-
rante 30 segundos, hibridacién a 52 °C durante 45
segundos y extensién a 72 °C durante 1 minuto y 25
segundos (Mastercycler Gradient, Eppendorf, Hambur-
go, Alemania). Las condiciones de PCR se establecie-
ron de acuerdo con lo publicado por Pillay et al.°. El
control negativo fue agua grado biologia molecular y el
control positivo fue la cepa de G. vaginalis 14018 ATCC.

Los productos de la PCR fueron separados en gel
de agarosa (UltraPure™ Agarose, Invitrogen™, Life Te-
chnologies, Carlsbad, CA, EE.UU.) al 2 % en TAE 1X
a 100 V por 30 minutos (EC Apparatus Corporation,
Temecula, CA, EE.UU.). En uno de los carriles se adi-
cionaron 5 ul de marcador de tamafo molecular de 50
pb (Accuris Instruments, New Jersey, EE.UU.) para
identificar el tamario de la banda. Una vez terminado
el corrimiento electroforético se paso el gel a una so-
lucién de bromuro de etidio al 1% (para la tincion del
ADN) durante 8 minutos y después se colocé el gel al
chorro del agua para eliminar el excedente del bromuro
de etidio. Enseguida se coloco el gel en un analizador
de imagenes (transiluminador Light Cabinet Hood, Al-
pha Innotech, California, EE.UU.) para ver la separa-
cion de los productos de la PCR.

Se realiz6 una PCR anidada que reconoce al gen de
la actina (GenBank: AF237734). La seleccion de ceba-
dores externos (OP) e internos (IP) se realiz6 segun lo
descrito por Crucitti et al.?". Los OP utilizados fueron
Tv8S (5-TCTGGAATGGCTGAAGAAGACG-3') y TvOR
(5-CAGGGTACATCGTATTGGTC-3), y los IP fueron
Tv10S (5-CAGACACTCGTTATCG-3) y Tvi1R (5-CG-
GTGAACGATGGATG-3). El producto de amplificacién
fue de 1100 pb. La amplificacion por PCR se realizé
utilizando un termociclador (Mastercycler Gradient,
Eppendorf, Hamburgo, Alemania) en dos pasos. El
primer paso de la PCR estuvo compuesto por 5 ul de
ADN, 12.5 ul de Master Mix y 2 ul de los OP (20 pmol
de OP-F y OP-R cada uno) en 25 ul de volumen final.
El segundo paso de la PCR se compuso de 5 ul de
productos de la primera etapa de PCR, 25 ul de mezcla
maestra y 4 ul de los IP (20 pmol de IP-F e IP-R cada
uno) en 50 ul de volumen final. Se realizaron 35 ciclos
en el primer paso, y cada ciclo se compuso de desna-
turalizacion (95 °C durante 45 s), hibridacion (55 °C
durante 30 s) y extensién (72 °C durante 1 min). La
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desnaturalizacion a 95 °C se realiz6 durante 5 minutos
antes del primer ciclo y se realizd una extension final de
10 minutos a 72 °C después del ultimo ciclo. El segundo
paso también fue de 35 ciclos. La desnaturalizacién y
la extension fueron las mismas que en el primer paso,
pero la temperatura para la hibridacién fue de 50 °C.
Después de la PCR se analizaron 5 ul de producto de
PCR mediante electroforesis en gel de agarosa al 1%
en tampon Tris-acetato-EDTA (TAE, pH 8.5), y luego
se visualizd bajo luz ultravioleta en el analizador de
imagenes (Alpha Innotech). El control negativo fue
agua grado biologia molecular y el control positivo fue
la cepa de T. vaginalis aislada y cultivada en el
medio.

Para la deteccion de C. trachomatis se realizé una
PCR duplex que identifica dos blancos de esta bacte-
ria: el gen ompA y el gen que amplifica una porcion de
la regién orf 6 del plasmido. Para ello se emplearon
los iniciadores reportados por Escobedo-Guerra
et al.?2. La mezcla de reaccion para la PCR consistio
en TagPCR Master Mix Kit (Qiagen, Venlo, Paises Ba-
jos), 10 pM de cada iniciador y 5 ul de ADN. Para cada
uno de los ensayos se utiliz6 como control positivo el
ADN de cada una de las cepas de los microorganismos
estudiados, y como control negativo el ADN de células
Hela. La amplificacion se realizé en un termociclador
PTC-100 (MJ Research Inc., Hercules, CA, EE.UU.)
con una desnaturalizacion inicial a 95 °C durante 5 mi-
nutos, seguida de 30 ciclos (95 °C por 45 s, 59 °C por
45 sy 72 °C por 1 min) y extension final a 72 °C du-
rante 10 minutos. Los productos de la PCR se analiza-
ron mediante electroforesis en gel de agarosa al 2%.

Se llevd a cabo un analisis de conglomerados o
clusteres de K-medias de casos. Se realizé un analisis
factorial exploratorio (método de rotacion varimax con
normalizacién de Kaiser) para reducir la dimensio-
nalidad de los datos empleando como variables las
proporciones de bacilos grampositivos, bacilos curvos
variables en la tincion de Gram, células epiteliales y
células clave, y la puntuacién de Nugent. Los factores
obtenidos fueron considerados como vaginosis o0 sin
vaginosis. Para la comparacion de medias se utilizo el
analisis de varianza (ANOVA) univariada. Para los va-
lores paramétricos se aplicd la prueba t de Student y

para las variables categdricas la prueba de y2. Se con-
siderd significativo un valor de p < 0.05. Todos los
andlisis se realizaron en el programa SPSS para Win-
dows version 23.0 (IBM SPSS Statistics, IBM Corp.).

Se analizaron 460 muestras de pacientes con vagi-
nitis. El rango de edad de las participantes fue de 14
a 56 anos, con una media de 31.09 y una desviacion
estandar de 6.44. De las pacientes analizadas, 198
eran embarazadas, 251 eran infértiles y 11 estaban en
la menopausia. En la tabla 2 se muestra la frecuencia
de los microorganismos identificados en las muestras
endocervicales. El 43.5% de las muestras presento
infecciéon mixta y el 56.5% infeccion por un solo mi-
croorganismo; con excepcién de T. vaginalis y C. tra-
chomatis, que en este estudio presentaron coinfeccion
con otros microorganismos. La bacteria que se identi-
ficd con mayor frecuencia en las muestras vaginales
en todas las pacientes fue Ureaplasma urealyticum, en
el 78.9%, siendo las mujeres infértiles las que mostra-
ron un porcentaje mayor de esta bacteria (y? = 13.74;
p = 0.001). Mycoplasma hominis y G. vaginalis tuvieron
prevalencias del 26.3 y del 17.8%, respectivamente,
siendo mayor la proporcion de ambas bacterias en las
mujeres infértiles. La candidiasis vulvovaginal se pre-
sentd en el 15.6% de las pacientes, sin diferencia sig-
nificativa entre embarazadas (51.4%) e infértiles
(45.8%), y en coinfeccion de manera significativa con
diversas bacterias (¥?>= 77.08; p = 0.0001). En cuanto
a Lactobacillus, que se considera como biota normal,
estuvo presente en el 14.1% de las pacientes, siendo
mayor la frecuencia, pero no de manera significativa,
en las mujeres infértiles.

Con menor frecuencia se identificaron Mycoplasma
genitalium en el 3.6%, C. trachomatis en el 1.9% vy
T. vaginalis en el 1.5%. No hubo diferencia estadistica-
mente significativa en la frecuencia de microorganis-
mos presentes en las muestras vaginales de mujeres
embarazadas en comparaciéon con mujeres infértiles,
con excepcion de U. urealyticum.

En cuanto a la puntuacion de Nugent, el 8% de las
pacientes tuvieron valores altos (7-10), siendo las
mujeres infértiles (67.6%) las de mayor frecuencia en
comparacion con las mujeres embarazadas (32.4%);
ademas, la infeccién mixta fue significativa en estas
pacientes (x> = 55; p = 0.0001). Una puntuacion
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intermedia de Nugent (4-6) estuvo presente en el 5.7%
de las pacientes, siendo las infértiles las de mayor
frecuencia (73.1%), y al igual que para los valores altos,
la infeccion mixta fue significativa en las mujeres
con una puntuacion intermedia de Nugent (x® = 7.98;
p = 0.007). Las pacientes con valores de Nugent bajos
(1-3) o con biota normal (0) fueron aquellas cuya infec-
cién no fue mixta y solo se identificé un microorganis-
mo, siendo significativas en ambos casos (x® = 4.61,
p = 0.036, y ¥*= 55, p < 0.0001, respectivamente).

Agrupacion de los diferentes
microorganismos en las pacientes con
vaginosis

En la tabla 3 se muestran los resultados del analisis
de componentes principales de las pacientes con va-
ginosis. Las variables que se consideraron en cada
muestra fueron la proporcion de bacterias totales, cé-
lulas epiteliales, células clave, bacilos grampositivos y
bacilos cortos variables en la tincion de Gram, el pun-
taje total de Nugent y el nivel de Nugent (alto, medio,
bajo o biota normal). De este analisis se obtuvieron dos
componentes (1y 2) que fueron utilizados para realizar
la agrupacion o conglomerados de los diferentes mi-
croorganismos presentes en las muestras vaginales de
las pacientes con vaginosis.

El componente 1 estuvo fuertemente asociado con
cargas altas de células clave (0.871), bacilos cortos
variables en la tincién de Gram (0.885) y puntuacion
total de Nugent (0.978). En cuanto al componente 2,
estuvo fuertemente asociado con la presencia de bac-
terias totales (0.836) y el nivel de Nugent alto (0.829).
Las cargas altas de estas dos variables son indicativas
de ausencia de vaginosis bacteriana y de un estado
de salud vaginal aparentemente normal. El analisis de
varianza (ANOVA) entre estos dos componentes (com-
ponente 1 con vaginosis y componente 2 sin vaginosis)
mostré una diferencia estadisticamente significativa (p
< 0.0001), lo que indica que las pacientes con vagino-
sis muestran diferentes proporciones de células clave,
bacilos cortos variables en la tincion de Gram y pun-
tuacion total de Nugent, a diferencia de las pacientes
sin vaginosis. El valor F fue considerablemente alto en
ambos componentes (1493 y 916, respectivamente), lo
que sugiere una fuerte relacion entre las variables ana-
lizadas. La media cuadratica entre grupos fue mayor
en el grupo con vaginosis (138.87) que en el grupo sin
vaginosis (131.228), mientras que la media cuadratica
dentro de los grupos fue menor en el grupo de vagino-
sis (0.093) que en el grupo sin vaginosis (0.143), lo que

Tabla 3. Andlisis de componentes principales utilizando
el método de rotacion Varimax con normalizacion Kaiser

Variables Componente*
0z

Bacterias totales -0.086 0.836
Células epiteliales -0.687 0.202
Células clave 0.871 0.371
Bacilos grampositivos -0.880 0.271
Puntuacion de Nugent total 0.978 0.071
Nivel de los valores de Nugent 0.107 0.829
Bacilos Gram variables 0.885 0.407

*La rotacion convergio en tres iteraciones.

Tabla 4. Valor del centro de cada claster formado por
los grupos con vaginosis y sin vaginosis mediante la
prueba estadistica K-medias

Vaginosis 2.262 -1.118 -0.464 0.103
Sin vaginosis 0.977 1.875 -0.027 -1.018
n = 460 60 52 200 148

podria indicar una mayor variabilidad dentro del grupo
sin vaginosis.

Por otro lado, se utilizaron ambos componentes para
un analisis de conglomerados de K-medias, cuyos re-
sultados se muestran en la tabla 4 y la figura 1. Esta
figura representa un grafico de dispersién con dos
ejes: con vaginosis y sin vaginosis. Cada punto en el
grafico corresponde a mas de un caso, y los clusteres
fueron diferenciados por circulos en colores: azul (clus-
ter 1), verde (cluster 2), negro (cluster 3) y morado
(cluster 4). El cluster 1 estuvo formado por 60 muestras
vaginales con una fuerte tendencia hacia la vaginosis
bacteriana y con mayor nimero de muestras positivas
para G. vaginalis y M. hominis, con un valor centro de
2.262 en el area de vaginosis bacteriana (Tabla 4). El
cluster 2 (verde) estuvo formado por 52 muestras va-
ginales que se localizaron en el cuadrante superior
izquierdo, con un valor de centro de —-1.87 y una alta
presencia de microorganismos que no causan vagino-
sis bacteriana, pero si desarrollan vaginitis, tales como
Candida spp. y T. vaginalis. Los miembros del cluster
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Numero
3.00 de caso
de
cluster

2.00

1.00-

Sin vaginosis

00

-1.00-

-2.00-

Vaginosis

Agrupamiento de muestras vaginales mediante el
conglomerado de K-medias en funcién del microorganismo
identificado. El cluster 1 estuvo formado por 60 muestras
con presencia de Gardnerella vaginalis y Mycoplasma
hominis. Los cldsteres 2 a 4 estuvieron formados por 52, 200
y 148 muestras, respectivamente, y los microorganismos
presentes en ellos fueron Lactobacillus, Ureaplasma,
Candiday Trichomonas. Mycoplasma genitalium se observé
con mayor frecuencia en el cluster 4.

3, con 200 muestras vaginales, se agrupd principalmen-
te cerca del origen y mostré6 microorganismos tanto
causantes de vaginosis (G. vaginalis y U. urealyticum)
como no causantes de vaginosis (Lactobacillus spp.,
Candida spp. y T. vaginalis), con valores de centro de
-0.46 y -0.027, respectivamente. El cluster 4 estuvo
formado por 148 muestras vaginales que se localizaron
en el cuadrante inferior derecho, con una alta presen-
cia de bacterias causantes de vaginosis bacteriana
(G. vaginalis, M. hominis y U. urealyticum) y una baja
presencia de microorganismos no causantes de
vaginosis bacteriana (Candida spp., T. vaginalis y
M. genitalium), con valores de centro de 0.103 y —1.018,
respectivamente (Tabla 4).

La figura 2 muestra la misma agrupacién obtenida
de los casos con vaginosis y sin vaginosis, pero eti-
quetados segun los valores de Nugent en alto (7-10),
intermedio (4-6), bajo (1-3) y biota normal (0). En el
cluster 1 (azul), que fue definido como muestras de
pacientes con vaginosis, los valores de Nugent fueron
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Vaginosis

Agrupamiento de muestras vaginales mediante el
conglomerado de K-medias en funcion de la puntuacién de
Nugent. El claster 1 estuvo formado por 60 muestras con
puntaciones de Nugent altas (7-10) e intermedias (4-6). El
clister 2 estuvo formado por 52 muestras con puntuacién de
Nugent 0, consideradas con biota normal, aunque hubo
muestras con Lactobacillus, Ureaplasma, Candida vy
Trichomonas. El clister 3 estuvo formado por 200 muestras
con puntuaciones de Nugent bajas (1-3). El claster 4 estuvo
formado por 148 muestras con puntuaciones de Nugent bajas
en mayor proporciony algunas con puntuaciones intermedias.

de nivel intermedio y alto, mientras que en el clister 2
las muestras son de biota normal y los clusteres 3y 4
muestran valores de Nugent bajos en su mayoria. Sin
embargo, cabe sefalar que en el cluster 4 hay mues-
tras de pacientes con vaginosis.

El microbiota vaginal desempefia un papel crucial
en la salud de la mujer. Es complejo y dinamico, pero
el 70% de él esta formado principalmente por Lacto-
bacillus spp. No obstante, su presencia puede modi-
ficarse a lo largo de la vida en funcién de la edad, los
niveles de estrdgenos, las practicas sexuales y el me-
dio ambiente®?3, Las infecciones vaginales por bacte-
rias, hongos y virus pueden alterar la concentracion
de Lactobacillus y causar una inflamacién vaginal, a
la cual se denomina vaginitis, aunque esta también
puede presentarse por cambios hormonales, irritantes
quimicos o incluso ciertos productos de higiene
femenina®?2s,

En este estudio, las causas de vaginitis fueron can-
didiasis vulvovaginal en el 15.7%, seguida de vaginosis
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bacteriana en el 13.0% (con valores de Nugent altos e
intermedios 60/460), tricomoniasis en el 1.5% y sin
evidencia de infeccion en el 12% (Lactobacillus positi-
vos y puntuacion de Nugent 0). Los porcentajes
de candidiasis vulvovaginal, vaginosis bacteriana y tri-
comoniasis encontrados en este estudio fueron simila-
res a los reportados en otros paises®®. En cuanto a las
pacientes sin evidencia de infeccion y que mostraron
datos clinicos de vaginitis, podria deberse a una infec-
cién por bacterias que no fueron identificadas en este
estudio, como F. vaginae, Prevotella spp., Sneathia,
Megasphaera spp., Mobiluncus spp. y Leptotrichia
spp. (solo por mencionar algunas), y que pueden de-
sarrollar vaginosis bacteriana'?3, lo que seria una de-
bilidad de este trabajo. Sin embargo, también podria
deberse a otras causas como cambios hormonales o
el uso de productos de higiene femeninos, como se
menciond anteriormente, y ser la causa principal del
padecimiento, ya que estas pacientes tuvieron una
microbiota principal de Lactobacillus y sin alteracion
en la puntuacién de Nugent.

Para el diagndstico de vaginosis bacteriana se
utilizan dos estrategias de laboratorio: los criterios de
Amsel y la puntuacién de Nugent'®'®. La OMS ha
considerado a la puntuacion de Nugent como el méto-
do de referencia para la identificacion de vaginosis
bacteriana'®. A pesar de lo anterior, la escala de Nu-
gent tiene algunas desventajas. La identificacion de los
morfotipos es subjetiva y depende del técnico, por lo
que el diagnostico puede verse influenciado por las
habilidades y la experiencia del profesional que hace
la revision del frotis con la tincidén de Gram?®+-25,

Una puntuacion de Nugent entre 7 y 10 (alta) corres-
ponde a una progresion de la disbiosis vaginal y a una
disminucion de la poblacién de Lactobacillus'®?”. Una
puntuacion intermedia, entre 4 y 6, indica propension
a progresar hacia la etapa de vaginosis bacteriana
positiva, pero no se considerada disbiosis vaginal ni
una susceptibilidad mayor para adquirir infecciones de
transmision sexual’®?6. De hecho, la biota intermedia
es hasta ahora una categoria no caracterizada y
representa un desafio en el diagndstico de vaginosis
bacteriana. En algunos estudios internacionales se
menciona una proporcion de muestras con categoria
intermedia de Nugent entre el 5 y el 34%26:28-31, En esta
investigacion, el 5.7% (26/460) de las muestras tuvo
una categoria intermedia, por lo que es un porcentaje
similar a lo reportado por otros autores.

Para dilucidar la importancia que puede tener la
puntuacion de Nugent intermedia se llevé a cabo un
andlisis de componentes principales y un agrupamien-
to por el método K-medias. El andlisis de componentes
principales consistié en evaluar las observaciones mi-
croscopicas del frotis tefiido con Gram y del frotis en
fresco, mostrando que las variables mas significativas
fueron las proporciones de bacilos cortos variables en
la tincion de Gram y de células clave para hacer un
diagndstico de vaginosis bacteriana, mientras que una
alta proporcion de bacterias totales y una puntuacion
de Nugent de 0 indican la no presencia de vaginosis y
una microbiota saludable.

En cuanto a la agrupacion de las poblaciones me-
diante el andlisis de conglomerados de K-medias,
aporté una vision detallada de las diferencias entre las
condiciones con vaginosis bacteriana y sin vaginosis
bacteriana. De este andlisis se obtuvieron cuatro gru-
pos distintos cuyos centros de cluster mostraron dife-
rentes patrones para cada condicidn, y es interesante
ver que en el cluster 1 se agruparon las muestras con
una puntuacion alta e intermedia de Nugent, y se iden-
tificaron las muestras positivas a G. vaginalis y
M. hominis, sugiriendo que es la poblacién con vagi-
nosis bacteriana. También es importante sefalar que
el cluster 4 mostré una distribucion de pacientes tanto
en el cuadrante de vaginosis como en el cuadrante sin
vaginosis. Los microorganismos identificados en el
cluster 4 fueron Trichomonas, Candida, Ureaplasma,
M. hominis, M. genitaliumy Gardnerella, lo que sugiere
que estos microorganismos no influyeron en la puntua-
cion de Nugent, pero que al parecer se esta iniciando
el desarrollo de una vaginosis bacteriana o que una
poblacién de microorganismos diferente de la analiza-
da en este estudio, como F. vaginae o Prevotella spp.,
estd desarrollando una vaginosis bacteriana.

Se considera que un microbiota intermedio implica
un microbiota heterogéneo que incluye tanto vaginosis
bacteriana como microbiota normal'®2”. Se ha reporta-
do que las pacientes que muestran un microbiota in-
termedio tienen un perfil similar a vaginosis bacteriana
cuando son evaluadas mediante PCR de tiempo
real®®2”, Otra propuesta es que el microbiota interme-
dio se debe a una vaginosis aerdbica causada por
especies de Escherichia, Enterococcus, Staphylococ-
cus y Streptococcus, ademas de microorganismos
causantes de infecciones de transmision sexual como
T. vaginalis y U. urealyticum?’. En esta investigacion
no se evidencié la presencia de microorganismos
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causantes de vaginosis aerdbica, a excepcion de
U. urealyticum y T. vaginalis. En el 65.2% (15/23) de
las muestras con biota intermedia se encontr6
U. urealyticum, bacteria que podria ser la causante de
esta puntuacion de Nugent. El andlisis estadistico mos-
tré que el 57.7% de las pacientes con una puntuacion
intermedia de Nugent presenté infeccién mixta, y solo
el 42.3% presentd infeccién por un solo patégeno.

En el cluster 4 se observa la participacion de mi-
croorganismos asociados a vaginosis aerdbica, como
Trichomonas, Candida, Ureaplasma, M. hominis y M. ge-
nitalium, tal como han descrito otros autores'®:2427,

Finalmente, en este estudio se muestra la importan-
cia de considerar la heterogeneidad de los datos al
evaluar la vaginosis bacteriana, y se sugiere que puede
haber subtipos de la condicién que requieran un enfo-
que mas especifico.

En las pacientes con una puntuacién de Nugent de
4 a 6 (intermedia) debe considerarse que tienen una
vaginosis bacteriana.

El estudio fue realizado con el financiamiento de los
protocolos con ID nimero 2022-1-16 y 2022-1-19 del
INPerlER.
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