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Resumen

OBJETIVO: Determinar la prevalencia de microbiota vaginal en pacientes atendidas
en una clinica de ginecologia y técnicas de reproduccion asistida.

MATERIALES Y METODOS: Estudio transversal y prospectivo efectuado en pacientes
que ingresaron entre el 1 de agosto del 2022 y el 31 de enero del 2023 a una clinica
de ginecologia y reproduccion asistida. Criterios de inclusion: pacientes entre 20 y 50
anos. Pardmetros de estudio: andlisis molecular de la microbiota vaginal y endocervi-
cal y deteccion de la microbiota por medio de gPCR con el termociclador CFX96 de
Bio Rad. Para obtener la prevalencia de los microorganismos se practicé un andlisis
univariado basado en la prueba de %* de Pearson y tablas cruzadas para conseguir la
asociacion de los patégenos mas prevalentes. Para analizar el efecto de cada parametro
se considero estadisticamente significativo un valor de p < 0.05.

RESULTADOS: Se estudiaron 97 pacientes. Los microorganismos mas prevalentes
fueron: Gardnerella vaginalis en el 89.7% de las muestras, seguido de Atopobium va-
ginae en el 77% y Candida spp en el 63%. Trichomonas vaginalis fue la menos comun,
detectada en solo 1% de las muestras. El IMC tuvo una asociacién significativa con la
obesidad y prevalencia de Gardnerella vaginalis y Candida spp.

CONCLUSIONES: El estudio proporciona informacion de la prevalencia y las aso-
ciaciones de varios patégenos en la microbiota vaginal y endocervical en diferentes
grupos de edad, categorias de IMC y asociaciones con otros patégenos analizados.

PALABRAS CLAVE: Microbiota vaginal; Gardnerella vaginalis; Trichomonas vaginalis;
Candida; ginecologia; prevalencia; IMC; infertilidad.

Abstract

OBJECTIVE: To determine the prevalence of vaginal microbiota in patients treated at
a gynecology and assisted reproduction clinic.

METHODS AND MATERIALS: This cross-sectional, prospective study was conducted
with patients admitted to a gynecology and assisted reproduction clinic between August
1,2022, and January 31, 2023. Inclusion criteria: patients between 20 and 50 years of
age. The study included molecular analysis of vaginal and endocervical microbiota and
detection of microbiota using qPCR with the Bio-Rad CFX96 thermocycler. To determine
the prevalence of microorganisms, a univariate analysis based on Pearson's chi-square
test and cross-tabulation tables was performed to identify the most prevalent pathogens
and their associations. A p-value < 0.05 was considered statistically significant for
analyzing the effect of each parameter.
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RESULTS: A total of 97 patients were studied. The most prevalent microorganisms were:
Gardnerella vaginalis (89.7%), followed by Atopobium vaginae (77%) and Candida
spp. (63%). Trichomonas vaginalis was the least common microorganism, detected in
only 1% of samples. BMI was significantly associated with obesity and the prevalence

of G. vaginalis and C. albicans.

CONCLUSIONS: This study provides information on the prevalence and associations of
various pathogens in vaginal and endocervical microbiota across different age groups
and BMI categories. It also examines associations with other analyzed pathogens.

KEYWORDS: Vaginal microbiota; Gardnerella vaginalis; Trichomonas vaginalis; Can-

dida; Gynecology; Prevalence; BMI; Infertility.

ANTECEDENTES

La infertilidad es un problema de salud mundial
que afecta a personas en edad reproductiva. La
OMS estima que alrededor de 186 millones de
personas en el mundo padecen infertilidad. Un
17.5% de los adultos la padecen; es decir, que
1 de cada 6 tiene problemas para concebir. La
infertilidad es un padecimiento asintomatico que
se diagnostica cuando no se ha podido tener
un hijo vivo después de mantener relaciones
sexuales sin proteccion, y de manera regular,
por lo menos durante un afo.’

En México se diagnostican al afio mas de 2000
casos nuevos de infertilidad. EI INEGI indica
que en el 2005 habia 34 millones de individuos
en edad reproductiva. Segin el mismo Instituto
existen mds de 1.5 millones de parejas que pa-
decen infertilidad.?

Las técnicas de reproduccion asistida son la
principal opcién para las parejas con problemas
de infertilidad. Esta puede ser de causa multifac-
torial: edad, comorbilidades, calidad del ovocito,
factor masculino, enfermedades autoinmunita-
rias, genéticas y de trasmision sexual. De estas
Gltimas Chlamydia ha demostrado tener efectos

directos en la vaginitis y salpingitis aguda cuando
asciende desde el aparato reproductor inferior al
superior en mujeres jovenes.*” Cada dia, mas de
un millén de personas contraen una infeccion de
trasmision sexual. La OMS estima que, en 2020,
hubo 374 millones de nuevas infecciones de al-
guna de estas cuatro enfermedades: clamidiasis
129 millones, gonorrea 82 millones, sifilis 7.1
millones y tricomoniasis 156 millones. Se estima
que la cantidad de personas con herpes genital
superd los 490 millones en 2016.41°

En México, de acuerdo con el Boletin Epidemio-
légico Nacional, las cifras de las enfermedades
de trasmisién sexual mas comunes en mujeres
(2021-2023) han sido: sifilis adquirida 7135
casos, linfogranuloma venéreo por clamidia 169
casos, chancro blando 329, herpes genital 4533
casos, vulvovaginitis 505,885 casos, candidiasis
urogenital 108,632 casos y tricomoniasis uroge-
nital 20,396 casos.’

Hay diferencia entre microbiota y microbio-
ma. La primera se refiere a una comunidad de
microorganismos en un ambiente particular,
incluidos: virus, hongos, bacterias, protozoos,
levaduras y arqueas. Microbioma describe una
comunidad de microorganismos y su funcién
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en un ambiente dado, teniendo en cuenta las
condiciones ambientales, su genética y su inte-
raccién mutua.®’

La microbiota del sistema reproductor femenino
varfa en su composicién anatémica: en la parte
superior e inferior los microorganismos son di-
ferentes por influencia de factores fisiologicos,
hébitos, ciclo menstrual, edad, raza, higiene, ac-
tividad sexual y medicamentos, entre otros.®'1>

En estudios de secuenciacién de nueva ge-
neracion se describe que en mujeres sanas el
predominio de Lactobacillus en la microbiota
vaginal mantiene un equilibrio en el ambiente
vaginal que da origen a ciertos compuestos
bioactivos, como el dcido lactico, que mantiene
un pH bajo, dependientes de la carga hormonal
que evitan el crecimiento de microorganismos
no benéficos. El aumento de microorganismos
anaerobios, como Cardnerella vaginalis, Mobi-
luncus mulieris, Atopobium vaginae y Candida
spp se han relacionado con afectaciones a la
salud reproductiva: disbiosis, vaginosis bac-
teriana, candidiasis vulvovaginal que pueden
aumentar el riesgo de adquirir otras infecciones
de trasmision sexual, como Chlamydia que sue-
len ser asintomaticas.”3'%31> Esas infecciones,
a su vez, activan el sistema inmunolégico que
puede contribuir a una inflamacién constante
y resultar en enfermedad inflamatoria pélvica y
endometriosis. En las técnicas de reproduccién
asistida, la disbiosis del endometrio se ha relacio-
nado con fallas en la implantacién, infertilidad
y aborto espontaneo.”810121410

En la actualidad, en las clinicas de ginecologia 'y
reproduccion asistida se desconoce la verdadera
prevalencia de la microbiota en mujeres que
acuden por problemas reproductivos, a pesar de
su conocida influencia en la infertilidad feme-
nina. Por lo anterior, el objetivo del estudio fue:
estimar la prevalencia de la microbiota vaginal
en pacientes que ingresan a una clinica de gine-
cologia y de técnicas de reproduccion asistida.

MATERIALES Y METODOS

Estudio transversal y prospectivo, por convenien-
cia, efectuado en el Departamento de Genética y
Biologia Molecular del Instituto de Reproduccién
y Ginecologia de Acapulco, Guerrero, del 1 de
agosto del 2022 al 31 de enero del 2023 en
pacientes de 20 a 50 afios que ingresaron a una
clinica de ginecologia y reproduccion asistida.
Criterios de inclusion: pacientes con sospecha
de vaginosis bacteriana o alguna enfermedad
de trasmision sexual, con flujo abundante, color
verde o amarillo, con aparente leucorrea, lesio-
nes visibles o sangrado en el cuello uterino. Estos
signos o sintomas se tomaron en cuenta antes de
recibir el diagnéstico de infertilidad primaria o
secundaria o de algtn trastorno reproductivo.
Criterios de exclusién: pacientes en tratamiento,
previo a un mes, con antibiéticos orales o medi-
camentos vaginales o embarazadas.

La toma de muestras se hizo de la cavidad va-
ginal y endocervical, con un cepillo citobrush
para recoleccion. La muestra se colocé en tubos
eppendorfde 1.5 mL con medio PBS. Previamen-
te se les indicé a las pacientes que acudieran sin
estar menstruando, con un minimo de tres dias
sin duchas vaginales y de abstinencia sexual.

Para la extraccién y purificacion del ADN se
utilizé el equipo de extraccion MagMAX™ DNA
Multi-Sample Ultra Kit Applied Biosystems (Ther-
mo Fisher) con apego a las recomendaciones del
fabricante. Se prepar6é un PKMix con proteinasa
K'y buffer PK, con los calculos correspondientes,
que se agregd a las muestras. Estas se agitaron por
vortex durante 5 minutos y se incubaron a 65 °C
durante 15 minutos. Los tubos se centrifugaron
durante T a2 minutos a 1500 x g. Posteriormente
a cada muestra se les agregaron 125 mL de ADN
Lysis buffer.

Para la purificacion se utilizaron las DNA Bin-
ding Beads de Applied Biosystems by Thermo
Fisher scientific y RNase A mezcladas con agua
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libre de nucleasa para tener un Mix, que en cada
muestra se distribuyé la cantidad correspondien-
te. Los tubos con este Mix se colocaron en un
magneto durante un minuto en cada lavado y se
hicieron tres lavados con Whas solution 1y 2
de kit de MagMAX™ DNA Multi-Sample Ultra
Kit Applied Biosystems (Thermo Fisher). Poste-
riormente se efectud la elucién de ADN con un
buffer de elucién (Buffer 1y 2) del mismo equipo.

Amplificacion de ADN

Para la amplificacién y deteccion de los mi-
croorganismos se utilizé el termociclador
CFX96 de Bio Rad, por medio de qPCR y con
el programa del mismo equipo. Como control
interno se emple RNase P con las secuencias
(ProbeSeq: TTCTGACCTGAAGGCTCTGCGCG,
ForSeq: AGATTTGGACCTGCGAGCG, Rev-
Seq: GAGCGGCTGTCTCCACAAGT) y como
control negativo un NTC (Not Template con-
trol). Los patégenos detectados: Tricomonas
vaginalis (Pr04646256_s1), Gardnerella vaginalis
(APT2CTE), Chlamydia trachomatis (Ba04646249_
s1), Neisseria gonorrhoeae (Ba04646252_s1),
HSV1 (Vi04230116_s1), HSV2 (Vi044646232_
s1), Trephonema pallidum (Ba04646273_s1),
Haemophilus ducreyi (Ba04646228_s1),
Mycoplasma genitalium (Ba04646251_s1), M.
hominis (Ba04646255_s1), Atopobium vaginae
(Ba04646222_s1), Mobiluncus spp (APZTFXH),
Ureaplasma urealyticum (Ba04646254_s1), U.
parvum (AP2W74U), y un grupo con Candlida spp
(Candida albicans [Fn0464233_s11, C. glabrata
[Fn0464240_s1], C.crusei [Fn0464250_s1], C.
tropicalis [Fn0464220_s1]), cada uno con son-
das marcadas con los fluoréforos FAM y VIC. La
reaccion se practicé segln las recomendaciones
del fabricante utilizando el Master Mix de 4x Tag-
Path™ 1-Step Multiplex Master Mix (No ROX) de
Applied Biosystems. El primer paso del protocolo
de reaccion en el termociclador fue la activacion
a una temperatura de 95 °C durante 10 minutos 1
ciclo. El segundo paso: la desnaturalizacién a 95 °C
durante15 segundos. El tercer paso: la alineacion y
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extension a una temperatura de 60 °C durante 60 se-
gundos a 40 ciclos. El cuarto paso: interpretacion de
las graficas de los microorganismos amplificados.

Para evaluar la prevalencia de los patégenos
estudiados se hizo un andlisis univariado con
comparaciones por pares entre pares de propor-
ciones con correccion para pruebas mdltiples
(con base en la prueba de %’ de Pearson) que
se agruparon segln la edad (menos de 30 anos,
31 a 35 y mds de 35 afos). El IMC se clasifico
en menor de 18.5 = a bajo peso, 18.5 a 24.9 =
peso normal, 25 a 29.9 = sobrepeso o mayor de
30 = obeso. Para conocer la asociacién del pa-
tégeno mas prevalente con el resto de los menos
frecuentes se elaboraron tablas cruzadas. De
nuevo se calculo la %2 para la significacién. Una
p menor de 0.05 se considerd estadisticamente
significativa para analizar el efecto de cada pa-
rametro. El analisis estadistico se proceso en el
programa IBM® SPSS® Statistics version 26.

RESULTADOS

Se analizaron 97 muestras para estudio de la
microbiota vaginal y endocervical. La mas fre-
cuente fue Garnerella vaginalis (89.7%; 87 de
97), seguida de A. vaginae (77%; 75 de 97) y
Candida spp en (63%; 61 de 97). Trichomonas
vaginalis solo se encontré en una paciente. Llama
la atencién que no se detectaron Neisseria go-
norrhoeae, Trephonema pallidum, Haemophilus
ducreyi, HSV1 ni Mycoplasma genitalium. Cua-
dro 1y Figura 1

En cambio, al analizar a los grupos por IMC
si se encontré diferencia significativa segin la
prevalencia de Gardnerella vaginalis en el grupo
de mujeres con obesidad (p = 0.025), al igual
que Candida spp (p = 0.049); es decir, hubo
mayor deteccién de estos patégenos en pacientes
obesas. Cuadro 3

La asociacion de Gardnerella vaginalis con los
patégenos mas frecuentes resulté no significativa
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Cuadro 1. Deteccién de la microbiota vaginal y endocervical

Microorganismo

Frecuencia total

Candida (albicans, glabrata, krusei, tropicalis)

Gardnerella vaginalis

Atopobium vaginae

Ureaplasma urealyticum

con Trichomonas vaginalis, Chlamydia tracho-
matis, HSV2, Mycoplasma hominis, Ureaplasma
urealyticum, Ureaplasma parvum y Candida
spp, pero si significativa con A vaginae (p =
0.000) (Cuadro 4) y Mobiluncus spp (p = 0.003).
Cuadro 5

DISCUSION

En este estudio la microbiota vaginal se detect6
mediante PCR en tiempo real en muestras de
la cavidad vaginal y endocervical de pacientes
de la consulta externa con antecedentes de va-
ginosis bacteriana. Esta vaginosis se asocia con
desenlaces adversos para la salud reproductiva.
Estd ampliamente reportado que G. vaginalis
puede encontrarse en el 98 al 100% de pacientes
con vaginosis bacteriana y hasta en un 55% de

Porcentaje Detectado No detectado
Recuento 61 36
Recuento 1 96
Recuento 87 10

Recuento

Recuento 3 94

Recuento 27 70
Recuento 75 22
% T 270%
Recuento 53 44
Recuento 54 43

Recuento 21 76

las libres de esta infeccién, similar al porcentaje
aqui obtenido del 89.7%.'718

Estd descrito que el aumento de Gardnerella
vaginalis en el aparato reproductor origina con-
diciones favorables para el desarrollo de otros
microorganismos: Atopobium vaginae que, en
conjunto con G. vaginalis constituyen una biope-
licula epitelial vaginal que facilita la adherencia
de otras especies bacterianas.’ En estudios
de virulencia de G. vaginalis con la vaginosis
bacteriana y no bacteriana, ésta disminuye la
cepa de L. crispatus de las células Hela y causa
cambios citotoxicos en la morfologia celular
de los aislamientos de pacientes con vaginosis
bacteriana.? Al igual que en este estudio, se
demostré una asociacion significativa de este
patégeno junto con C. vaginalis que tienen un
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Ureaplasma parvum
Ureaplasma urealyticum

Mobiluncus spp

Atopobium vaginae
Mycoplasma hominis 27.80%
HSV2

Chlamydia trachomatis
Gardnerella vaginalis

Trichomonas vaginalis

Candida spp....

0% 20%

40%
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55.70%

54.60%

77.30%

89.70%

60% 80% 100%

Figura 1. Prevalencia total de la microbiota vaginal y endocervical.

papel relevante en la causa de la vaginosis bac-
teriana. En otro tipo de estudio podria hacerse
la cuantificacién de este microoganismo para
tener un analisis mas completo y saber cudl es
la concentracion normal en pacientes con y sin
vaginosis bacteriana, agregando los criterios de
Amsel y la puntuaciéon Nugent para tener un
diagnéstico mds completo.”

Otro dato analizado en este estudio fue la
edad, en la que no se encontr6 significacion
estadistica en relacion con la frecuencia de
microorganismos coexistentes en la microbiota
vaginal y endocervical o con alguna enfermedad
de trasmision sexual. En otro estudio similar de
Casillas-Vega N, llevado a cabo en una clinica

de ginecologia y obstetricia de Jalisco, en rela-
cién con la edad, no se encontré significacion
estadistica en los diferentes grupos de edad.
En cambio, si hubo mayor deteccién de N. go-
norrhoeae (2.11%) en pacientes mds o menos
mayores de 40 afios en comparacién con las de
20 a 29 anos.?® Por lo tanto, en este estudio se
necesitaria analizar a una poblacién mayor para
la deteccién de este patégeno en el grupo de
edades reportado.?® En el mismo estudio se ana-
liz6 una poblacion de 662 pacientes en quienes
se detectaron, por PCR: T. pallidum (1.05%), M.
genitalium (2.41%), T. vaginalis (14.2%), virus
del herpes simple tipo 1 (HSV-1) (8.5%) y virus
del herpes simple tipo 2 (HSV-2) (1.8%).2° En
comparacion con el estudio aqui publicado solo
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Prevalencia de la microbiota por grupo de edades

Recuento
Candida (albicans, glabrata, krusei, tropicalis) 5
(o}
. o Recuento
Trichomonas vaginalis .
o
Recuento
Gardnerella vaginalis 7
(o}
) ) Recuento
Chlamydia trachomatis .
o
Recuento
HSV2
%
o Recuento
Mycoplasma hominis .
o
Recuento
Atopobium vaginae 5
(o}
) Recuento
Mobiluncus spp
%
. Recuento
Ureaplasma urealyticum 7
(o}
Recuento

Ureaplasma parvum .
o

se detectaron HSV-2 en un 3%, T. vaginalis en el
1%. En un estudio de Chemaitelly H efectuado
en mujeres libanesas se detectaron 0.6% para
HSV-2 y 2.8% para C. trachomatis.*

Candida spp es uno de los patégenos mas
frecuentes (63%), causante de las infecciones
vaginales mds comunes en mujeres de todas
las edades, se encuentra en la mayoria de
pacientes con vulvovaginitis. El aislamien-
to de Candida spp se estima en 25 a 50%,
cercano al obtenido en la poblacién aqui
estudiada.?*?! La prevalencia de este patégeno
se ha reportado en pocas investigaciones en
mujeres con obesidad y vulvovaginitis; sin
embargo, en este estudio se obtuvo la relacién
de este microorganismo y un indice de masa
corporal aumentado al igual que G. vaginalis

0.230
76.5% 62.5% 52.5%
0 0 1
0.538
0.0% 0.0% 2.5%
15 29 35
0.914
88.20% 90.60% 87.50%
0 3 0
0.063
0.00% 9.40% 0.00%
2 0 1
0.087
11.8% 0.00% 2.5%
5 12 9
0.380
29.4% 37.5% 22.5%
13 25 30
0.953
76.5% 78.1% 75.0%
8 20 19
0.390
47.1% 62.5% 47.5%
10 18 21
0.895
58.8% 56.3% 52.5%
5 3 13
0.059
29.4% 9.4% 32.5%

de la que no hay estudios relacionados de
acuerdo con su elevada coexistencia en este
padecimiento.

Con base en los resultados de un centro privado
de reproduccion asistida, en una muestra de
hombres y mujeres con infertilidad, se demostr6
una alta prevalencia de estos patégenos en las
parejas: en mujeres de 35 a 40 afos Ureaplasma
urealyticum (52. 9%) y Mycoplasma hominis
(15.1%). Al comparar esos porcentajes con los
aqui reportados de 55.70% y 28% respectiva-
mente, se advierte la semejanza.?

Mobiluncus spp también fue un microorganismo
encontrado en 55% de las pacientes de este
centro y que se considera, también, causante de
vaginosis bacteriana.
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Cuadro 3. Prevalencia de la microbiota por grupo de IMC
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Microorganismo Porcentaje | Insuficiente | Normal | Sobrepeso | Obesidad
Recuento 3 19 16

Candida (albicans, glabrata, krusei, troplcalls) 0.049
Recuento
Recuento

ordnercl vaginals _ e
Recuento 0
Recuento 0 1 0 2

Recuento

Recuento

Atopobium vaginae

Recuento

Recuento

_ -

Recuento

Ureaplasma urealyticum

Cuadro 4. Relacién de patégenos G. Vaginalis y A. vaginae

Patogeno | Recuento
Recuento

Deiasads % dent/rAO «;'i/zgi;rgnerella
vaginalis Recuento

No detectado % dentro de A. vaginae

En un estudio de prevalencia se encontré Mobi-
luncus spp en un 38.6% (n = 163) de pacientes
con vaginosis bacteriana. De ese ensayo también
se obtuvo una asociacién con C. vaginalis,® al
igual que en el estudio aqui reportado en donde se
obtuvo un resultado significativo de la asociacion
simbidtica de estos patdgenos y la importancia
clinica que pueden tener, sobre todo, en la vagi-

| Detectado | No detectado | Total |

0.635

-UI

73 14 87
97.3% 63.6% 89.7%
0.000*
2 8 10
2.7% 36.4% 10.3%

nosis bacteriiana. Sin embargo, no se identificé la
especie especifica de este patdgeno, pero se ha es-
tudiado mas a esta especie M. mulieris, que tiene
una participacion inmunometabdlica relevante en
la disbiosis vaginal, que induce una citotoxicidad
significativa en las células cervicales al elevar, de
manera muy importante: las interleucionas: IL-6,
IL-8, MCP-1 y el TNFa.?
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Cuadro 5. Relacién de patégenos G. vaginalis y Mobiluncus spp

Recuento

% dentro de
Detectado Mobiluncus Gardnerella spp
vaginalis Recuento

No detectado % dentro de Mobiluncus spp

Con respecto a Ureaplasma parvum hacen falta
estudios que refieran factores asociados con su
colonizacion y prevalencia.

Este estudio fue aprobado por la junta de revision
del comité de ética del Instituto de Reproduccién
y Ginecologia de Acapulco, con nimero de
registro (COBIOETICAT2CHB00720150205).
A todas las pacientes se les otorgd un consenti-
miento informado acerca de las técnicas que se
practican en el laboratorio de biologia molecular
y toma de muestras ginecoldgicas necesarias. En
tanto no se recibi6 financiamiento externo no
hay conflicto de intereses.

CONCLUSION

Gardnerella vaginalis, Atopobium vaginae y
Candida sp fueron los microorganismos de
mayor prevalencia que pueden dar lugar a aso-
ciaciones simbidticas y provocar enfermedades
mas graves con repercusion en la fertilidad.
En los protocolos de diagndstico ginecoldgico
destaca la importancia de continuar estudiando
la composiciéon de la microbiota vaginal que
permita un diagndstico oportuno y prevenir las
complicaciones que dificulten el embarazo.
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