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ABREVIATURAS

ADN: Acido desoxirribonucleico

ARN: Acido ribonucleico

ARNr: Acido ribonucleico ribosomal

AUC: Area bajo la curva (Area Under the ROC Curve).

BVAB: Bacterias asociadas a vaginosis bacteriana (Bacterial Vaginosis Associated Bacteria).
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CDC: Centros para el Control y la Prevencién de Enfermedades.
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CLSI: Clinical Laboratory Standards Institute.
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DQC: Cloruro de decualinio (Dequalinium chloride).

ECHA: Agencia Europea de Sustancias y Mezclas Quimicas (European Chemicals Agency).

FDA: Administracién de Alimentos y Medicamentos de los Estados Unidos (Food and Drug

Administration).

H,0,: Perdxido de hidréogeno.
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LIS: Sistema de Informacion de Laboratorio (Laboratory Information System).
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MALDI-TOF MS: Espectrometria de masas asistida por matriz y desorcién/ionizacion laser

(Matrix-Assisted Laser Desorption/lonization).
NAAT: Pruebas de amplificacidn de acidos nucleicos (Nucleic Acid Amplification Test).

NCBI: Centro Nacional de Informacidon Biotecnoldgica (National Center for Biotechnology

Information).

NGS: Secuenciacion de nueva generacién (Next Generation Sequencing).

OMS: Organizacion Mundial de la Salud.
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pH: Medida del grado de acidez o alcalinidad de una sustancia o solucion.
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TMA: Amplificacion mediada por transcripcidn (Transcription-mediated amplification).
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VPN: Valor predictivo negativo.

VPP: Valor predictivo positivo.

VVC: Vulvovaginitis candidiasica.
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RESUMEN

La microbiota vaginal desempefia un papel fundamental en la salud ginecoldgica al actuar
como barrera protectora frente a infecciones. Las alteraciones en este ecosistema pueden
derivar en afecciones como la vaginosis bacteriana (VB), la vulvovaginitis candididsica (VVC) y la
tricomoniasis, que representan las principales causas de vaginitis infecciosa. Estas condiciones
no solo impactan significativamente la calidad de vida de las pacientes, sino que también se
asocian con complicaciones obstétricas y un mayor riesgo de contraer infecciones de

transmision sexual (ITS).

Este trabajo presenta el diseio, desarrollo y validacion de un test molecular basado en la
técnica de PCR en tiempo real para el diagnéstico de las principales causas de vaginitis. El test
disefado permite la deteccién simultdnea, mediante un formato de PCR multiplex, de los
microorganismos que forman parte de la microbiota, Lactobacillus spp. (L. crispatus, L. jensenii,
L. iners y L. gasseri), y los patdgenos clave involucrados en estas infecciones: Gardnerella
vaginalis, Fannyhessea vaginae, Candida albicans, C. glabrata, C. albicans, C. krusei, Candida

spp. (C. parapsilosis, C. tropicalis y C. dubliniensis) y Trichomonas vaginalis.

Para el disefo del test, en base a bibliografia y alineamientos de genomas, se identificaron
los microorganismos clinicamente relevantes y se seleccionaron dianas genéticas altamente
conservadas para el diagndstico. Se disefiaron oligonucledtidos y sondas TagMan especificas
para cada diana, optimizando las condiciones de reaccidén hasta alcanzar una sensibilidad y
especificidad dptimas inicialmente en formato singleplex para posterior aplicaciéon en formato
multiplex. Durante el desarrollo del test, se evaluaron diversos reactivos de PCR y métodos de
extraccién. Se selecciond el master mix, kit de extraccion y protocolo de amplificacién que

generd el mejor rendimiento.

Se desarrollé un algoritmo propio para el diagndstico de VB, que pretende establecer una
clasificacion de la microbiota vaginal similar a la que proporciona el método de Nugent (gold
standard) en base a la cantidad de Lactobacillus frente a la cantidad de G. vaginalis y F. vaginae
presente en la muestra. Este algoritmo alcanzé un AUC de 0,950, con una sensibilidad del 93% y

una especificidad del 90,4%.

Para demostrar la validez cientifica y el desempefio analitico y clinico del método, se realizé
una validacién interna conforme a los criterios establecidos en el Reglamento (UE) 2017/746
para la comercializacién de productos sanitarios de diagndstico in vitro (IVD) en la Union

Europea (marcado CE). Esta validacion incluyé el anadlisis del limite de deteccidn, precision,
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sensibilidad y especificidad diagndstica, reactividad cruzada, inclusividad y estabilidad del
método para su uso con muestras de exudado vaginal de origen humano. Ademas, se evalud la
integracién del test con sistemas automatizados, como el MagXtract® 3200 System, y su
compatibilidad con equipos de amplificacidon, como el CFX96™ Real-Time PCR Detection System
y el Azure Cielo™ 6 Real-Time PCR System. Los resultados obtenidos del analisis de estos

pardmetros confirmaron el adecuado funcionamiento analitico y clinico del test.

Una vez obtenida la certificacién CE, se llevd a cabo una evaluacién externa que incluyé la
comparaciéon con métodos de diagndstico tradicionales y otros basados en técnicas de
amplificacion de acidos nucleicos (NAAT). El analisis del desempefio del test Vaginal Panel
Realtime PCR kit frente a estos métodos demostrd que ofrece un rendimiento clinico

equiparable para el diagndstico de VB, VVC y tricomoniasis.

En conclusidn, este trabajo describe el diseio, desarrollo y validacién del test Vaginal Panel
Realtime PCR Kit que representa un avance significativo en el diagndstico de vaginitis,
proporcionando una herramienta rapida, precisa y confiable para el manejo clinico. Su
implementacién en la préctica clinica permite mejorar la atencién a las pacientes, reducir

complicaciones y optimizar las estrategias terapéuticas.
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Introduccion

1. INTRODUCCION

1.1. Generalidades

La microbiota vaginal es el conjunto de microorganismos que habitan de manera natural en
el ambiente vaginal. Constituye un ecosistema complejo, equilibrado y dindmico que actua
como barrera protectora fundamental para la salud urogenital. Su funcién principal es prevenir
la invasién y colonizacién de microorganismos oportunistas y patdgenos, desempefiando un
papel crucial en la defensa frente a infecciones, incluidas las de transmisién sexual (ITS) [1-3].
La composicion de la microbiota vaginal experimenta cambios durante toda la vida reproductora
de la mujer, causados principalmente por fluctuaciones hormonales [1]. Ademas, esta
composicion puede verse afectada por factores como la edad, enfermedades
inmunodepresoras, ingesta de antibidticos, duchas vaginales y diabetes mellitus, entre otros.
Estas variaciones pueden derivar en un estado conocido como disbiosis. La dishiosis de
microbiota vaginal se define como un desequilibrio en la composicidon de los microorganismos
gue habitan naturalmente en la vagina. Este desequilibrio se caracteriza por una disminucion de
bacterias beneficiosas (Lactobacilos) y un crecimiento excesivo de microorganismos

oportunistas o patégenos [4,5].

Las infecciones vaginales son una causa muy frecuente de consulta en Atencién Primaria,
Especializada y Urgencias [5]. Las 3 causas mas comunes causantes de vaginitis son vaginosis
bacteriana (VB) en un 40-50% de los casos, vulvovaginitis candididsica (VVC) en un 20-25% y
trichomonaisis en un 15-20%. El 5-10% restante se debe a causas no infecciosas como alergias,
irritantes o inflamaciones [6]. Estas infecciones ocasionan inflamacion tanto de la mucosa
vaginal como de la piel vulvar, manifestdndose con signos como enrojecimiento (eritema),
hinchazén inflamatoria (edema), aumento de la secrecién vaginal y, en algunos casos, mal olor.
Los sintomas mds comunes incluyen picazdén intensa (prurito), sensaciéon de ardor (escozor) o
dolor, que pueden variar en intensidad segun la causa especifica de la infeccién [5]. Cuando las
manifestaciones clinicas de inflamacién vulvovaginal ocurren en ausencia de patégenos, se
sugiere que los signos estdn asociados a factores mecdnicos, quimicos, alérgicos u otras causas
de origen no infeccioso [7]. Las infecciones vaginales aumentan significativamente el riesgo de
desarrollar complicaciones graves, entre las que se encuentra la amnionitis (una inflamacién e
infeccién de las membranas fetales y del liquido amniético), parto prematuro, infecciones
postaborto y una mayor susceptibilidad a contraer otras ITS, entre las que destacan las debidas

al virus de la inmunodeficiencia humana (VIH) y el virus del papiloma humano (VPH) [5,7]. En las
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Introduccion

Tablas 1 y 2 se describen la etiologia, los signos, sintomas y factores de riesgo asociados a las

diferentes causas de vaginitis.

Tabla 1. Etiologia y principales signos y sintomas de la vaginitis. Adaptada de Paladine et al. (2018)

[6].

Diagnéstico
VB

VVC

Tricomoniasis

Vaginitis atréfica

Vaginitis
irritativa/alérgica
Vaginitis
inflamatoria

Etiologia

Bacterias anaerobias
(Prevotella, Mobiluncus,
Gardnerella vaginalis,
Ureaplasma,
Mycoplasma)

Candida albicans u otras
especies de Candida

Trichomonas vaginalis

Deficiencia de
estrégenos

Irritacion por contacto o
reaccion alérgica
Posiblemente
autoinmune

Sintomas

Olor a pescado; flujo
delgado y homogéneo
gue puede empeorar
después del coito; puede
haber molestias pélvicas.
Flujo blanco, espeso, tipo
queso o cuajado; picazén
o ardor vulvar; sin mal
olor.

Flujo amarillo o verde,
espumoso; mal olor;
dolor vaginal o
sensibilidad.

Flujo fino, claro;
sequedad vaginal;
dispareunia; picazén.
Ardor, sensibilidad.

Flujo vaginal purulento,
ardor, dispareunia.

Signos
Sin inflamacién

Eritemay edema
vulvar

Inflamacion; cuello
uterino en fresa

Inflamacién;
mucosa vaginal
friable

Eritema vulvar

Atrofia vaginal e
inflamacidn

Otros Riesgos
Mayor riesgo de
infeccién por VIH,
gonorrea, clamidia
y herpes.

Mayor riesgo de
infeccién por VIH.
Incremento del
riesgo de parto
prematuro. Debe
investigarse por
otras ITS.

Asociada a niveles
bajos de estrégeno.

Abreviaturas: VB, vaginosis bacteriana; VVC, vulvovaginitis candidiasica; VIH, virus de lainmunodeficiencia
humana; ITS, infecciones de transmision sexual.

Tabla 2. Factores de riesgo que contribuyen a la vaginitis. Adaptada de Paladine et al. (2018) [6].

Tipo de vaginitis

VB

vvC

Factores de riesgo

Bajo nivel socioecondmico, duchas vaginales, tabaquismo, nuevas o multiples parejas
sexuales, relaciones sexuales sin proteccidén, mujeres que tienen sexo con mujeres.

Tricomoniasis

Vaginitis atrofica o
inflamatoria

Vaginitis irritativa

Vaginitis alérgica

Uso reciente de antibidticos, embarazo, diabetes mellitus no controlada, VIH, uso de
corticosteroides, otras inmunosupresiones.

Bajo nivel socioeconémico, multiples parejas sexuales, otras infecciones de transmision
sexual, relaciones sexuales sin proteccién, consumo de drogas, tabaquismo.
Menopausia, lactancia, ooforectomia, radioterapia, quimioterapia, trastornos
inmunolégicos, insuficiencia ovdrica prematura, trastornos endocrinos, medicamentos
antiestrogénicos.

Jabones, tampones, dispositivos anticonceptivos como condones o diafragmas, juguetes
sexuales, pesarios, productos tdpicos, duchas vaginales, limpieza excesiva,
medicamentos, ropa.

Espermatozoides, duchas vaginales, condones o diafragmas de latex, tampones,
productos tépicos, medicamentos, ropa, historial atépico.

Abreviaturas: VB, vaginosis bacteriana; VVC, vulvovaginitis candidiasica; VIH, virus de lainmunodeficiencia
humana; ITS, infecciones de transmision sexual.
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1.1.1. Composicion de la microbiota vaginal

La microbiota vaginal estd compuesta mayoritariamente por bacilos Gram-positivos del
género Lactobacillus, perteneciente la familia Lactobacillaceae, orden Lactobacillales. Los
lactobacilos fueron aislados por primera vez por Albert Doderlein en 1892 [8]. Estos
microorganismos son los principales responsables del mantenimiento del ecosistema vaginal, y
su presencia tiene un efecto protector, manteniendo el pH acido de la vagina (entre 3.5-4.5)
gracias a la produccién de sustancias como acido lactico, peréxido de hidrégeno (H,0;) y
bacteriocinas [2,4]. Ademas, su adhesidn a receptores glicolipidicos en la superficie de las células
epiteliales actlan inhibiendo la colonizacidn de bacterias patégenas [2]. Histdricamente, debido
a la produccion de acido lactico, se ha considerado que las especies de Lactobacillus presentes
en la microbiota eran principalmente L. acidophilus. Sin embargo, los analisis gendmicos han
permitido estudiar la taxonomia de este género y caracterizar diferentes especies [9]. Hasta
marzo de 2020, se han descrito 261 especies de Lactobacillus con gran diversidad fenotipica,
ecoldgica y genotipica [10]. Las especies mds comunes en la microbiota vaginal son L. crispatus,
L. gasseri, L. iners y L. jensenni [9,11-13]. Otras especies descritas con menor frecuencia son L.
acidophilus, L. vaginalis, L. fermentum, L. mucosae, L. paracasei y L. rhamnosus [9,13,14]. La
prevalencia de estas especies varia segun factores como la etnia, la raza y la regidn geografica
(Figura 1), ademas de aspectos individuales tales como el estado hormonal, la edad, el uso de
productos de higiene personal y antibidticos. Estos factores pueden influir en la diversidad y
composicion bacteriana del microbioma vaginal, alterando el equilibrio entre las especies de
Lactobacillus y otros microorganismos [13,15]. La disminucidon de especies del género
Lactobacillus, junto con un aumento en la concentracién de bacterias anaerobias facultativas y
estrictas, constituye una causa frecuente de desequilibrio o disbosis de la microbiota vaginal, lo
que puede dar lugar a infecciones vaginales o vaginitis [1,11,13]. De las cuatro especies mas
comunes de Lactobacillus, L. inners se ha identificado con mas frecuencia en casos de disbiosis.
Aunque su funcién de defensa no esta del todo clara, estudios recientes han demostrado su

capacidad para sobrevivir en presencia de patdgenos y activar la respuesta inmune [14,16].
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W Others

W Lactobacilli \
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M L. gasseri

IR plantarum }
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B 1. rhamnosus
|, Jjensenii

Figura 1. Diversidad y abundancia de especies de Lactobacillus en mujeres sanas en edad
reproductiva a nivel mundial. En la imagen se muestra la abundancia relativa de cada especie por
colores en funcién de la longitud de la barra, permitiendo una comparacion visual entre las distintas
poblaciones. Tomada de Saraf et al. (2021) [13].

El estrogeno desempefia un papel importante en el ecosistema vaginal. En la pubertad, los
niveles de estrégeno se elevan lo que promueve la maduracién y proliferacién de las células
epiteliales, asi como la acumulacidn de glicégeno. El glicdgeno es catabolizado por la a-amilasa
a maltosa, maltotriosa y a-destrinas, las cuales son posteriormente metabolizadas a acido
lactico por las especies de Lactobacillus, propiciando un ambiente acido (pH 3.5-4.5) que
favorece el crecimiento de estos microorganismos. Los niveles de estrégeno aumentan durante
el embarazo y disminuyen con la menopausia (Figura 2) [12,17,18]. En mujeres
postmenopausicas, el incremento de infecciones urogenitales se asocia con una reduccién de

los niveles de estrégeno y, por tanto, de Lactobacillus [19].

Puberty ——Pregnancy

l t Oestrogen

Maturation
% Glycogen deposition

Vaginal epithelium
s]= | = [¢] =

o | o4 = =
5 o = 2
Mucosa ——— 5 2 ﬁo‘—&k Vaginal lumen
/ o 4\4]: \ — cytolysin ovF
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mucins Lactobacillus spp. -—l
s
l:GA — a ’ maltose H,0,
S glycogen —L2MY0€, Lov Lactic acid bacteriocins
a-dextrines Y
- - | Wr
biosurfactants
¢ 2
O B-defensins 4 pH adherence &
competitive exclusion

k autophagy j

Figura 2. Funcidn del estrégeno y de Lactobacillus en la microbiota vaginal. Tomada de Amabebe et
al. (2018) [1].
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Las técnicas moleculares basadas en la amplificacidn de las subunidades ribosomales 16S y
23S del ARN ribosomal (ARNr) han permitido la deteccién y cuantificacion de todos los
microorganismos presentes en el ecosistema vaginal [3]. Asimismo, estudios de
pirosecuenciacion han establecido una clasificacién del microbioma vaginal en estado
asintomatico en cinco grupos. El grupo | estd dominado por L. crispatus, el grupo |l por L. gasseri,
el grupo Ill por L. iners y el grupo V por L. jensenii. El grupo IV es el mas diverso, ya que incluye
microbiomas en los que coexisten Lactobacillus junto con bacterias asociadas a VB (BVAB, BV

Associated Bacteria) [3,17,20].

En la microbiota vaginal normal, las distintas especies de Lactobacillus suelen ser
dominantes; sin embargo, también pueden encontrarse otras bacterias potencialmente
patdégenas. Entre las mas frecuentes, dependiendo de la poblacién estudiada, se encuentran
especies de los géneros Gardnerella, Streptococcus, Prevotella, Pseudomonas, Bacteroides y del
orden Clostridiales. En |la poblacion europea, la microbiota vaginal presenta una baja diversidad
bacteriana, con predominancia de Lactobacillus, mientras que en la poblacién africana la
microbiota es mas diversa y estd dominada por bacterias como Gardnerella vaginalis y la
bacteria no cultivada asociada a vaginosis bacteriana-1 (BVAB-1). En mujeres embarazadas se
observa una predominancia de Lactobacillus, Clostridiales y Bacteroides. Ademas, algunos
hongos, como Candida albicans, pueden existir como comensales en la mucosa vaginal. Esta
diversidad refleja la variaciéon en la composicion de la microbiota vaginal a lo largo de la vida,
dependiendo de multiples factores como la raza, la edad, el estado hormonal y la actividad

sexual, entre otros [4,12,21].
1.1.2. Vaginosis bacteriana

La VB es la disbiosis vaginal mds comun entre mujeres en edad reproductiva. El término
“vaginosis” fue descrito por primera vez en 1964, aunque no se adoptd el término especifico de
“vaginosis bacteriana” hasta 1981. Actualmente, se ha propuesto un cambio en la terminologia
hacia “vaginosis polimicrobiana”, dado que este término reflejaria mejor la composicion

compleja y diversa de los microorganismos asociados a esta condicién [2].

La VB se produce por una disminucidn o ausencia de Lactobacillus en la microbiota vaginal
y un aumento de las bacterias patdgenas. A diferencia de otras especies de Lactobacillus, como
L. crispatus que estd asociada con un ambiente vaginal normal, L. iners ha sido detectada tanto
en microbiotas normales como en casos de VB. L. iners tiene la capacidad de persistir y adaptarse
a entornos alterados, lo que ha generado controversia respecto a su papel en la microbiota

vaginal. Su presencia en situaciones de disbhiosis, combinada con su menor produccién de acido
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lactico, plantea dudas sobre si contribuye activamente al desarrollo de la VB o si simplemente
actia como un marcador de transiciéon entre una microbiota saludable y un estado disbiético
[14]. En los ultimos afios, se ha descrito la VB como un sindrome polimicrobiano, siendo G.
vaginalis y Fannyhessea vaginae, los principales agentes causantes de este sindrome [2].
Ademas, otras bacterias también pueden estar presentes, incluyendo micoplasmas y especies
de los géneros Prevotella, Mobiluncus, Megasphaera y BVAB [5,21,22]. En la Figura 3 se

presenta la cronologia de los principales hitos de la VB y su asociacidn con las ITS.

Figura 3. Cronologia de los principales hitos de la VB e ITS desde 1879 hasta la actualidad.
Adaptada de Bautista et al. (2016) [23].

1999: Martin et al. descubrieron
que la VB incrementa la
adquisicién de ITS

L ]

1980: Greenwood y Pickett 2003: Wiesenfeld et al. informaron
renombraron H. vaginalis que la VB es un factor predictivo
como Gardnerella vaginalis. para la gonorrea y la clamidia.

1879: Neisseria
gonorrhoeae; Neisser

1907: Chlamydia trachomatis; 1955: Haemophilus vaginalis;
Prowazek y Halberstaedter Gardner y Dukes

] r . [}

® s ® ®

" 1921: Schroeder clasificé en 1966: Dunlop et al. 1995: Cohen et al. 2012: Gallo et al. informaron
1892: Lactobacillus spp.; S0 : ; i e R
N tres grados la composicién asociaron C. trachomatis establecieron asociacion una relacién bitemporal entre
Doderlein « i £
bacteriana de la vagina con cervicitis. entre VB y VIH. la VB y la gonorrea/clamidia.

Abreviaturas: VB, vaginosis bacteriana; ITS, infecciones de transmision sexual; VIH, virus de la
inmunodeficiencia humana.

La especie G. vaginalis, originalmente denominada como Haemophilus vaginalis, género
Gardnerella, familia Bifidobacteriaceae y orden Bifidobacteriales, es un bacilo anaerobio
facultativo cuya pared tiene estructura de bacteria Gram-positiva, aunque se decolora con
facilidad por lo que suele calificarse como Gram-variable. Se caracteriza por su adherencia a las
células epiteliales y su capacidad para formar biofilms [24,25]. La especie F. vaginae,
anteriormente denominada Atopobium vaginae, del género Fannyhessea, familia Atopobiaceae
y orden Coriobacteriales, es un cocobacilo anaerdbico facultativo, Gram-positivo, de forma
bacilar o eliptica. También asociado a la formacién de biofilms, lo que reduce la eficacia de los
tratamientos y favorece las infecciones recurrentes [26]. Aunque estos patégenos han sido
descritos como causantes de VB en un 50-96% de los casos, G. vaginalis también se encuentra
en mujeres que no han tenido relaciones sexuales y en mujeres sexualmente activas con
microbiotas vaginales normales [26,27]. En los ultimos afios, el andlisis mediante secuenciacion
de nueva generacion (NGS, Next Generation Sequencing) ha revelado la existencia de 13
especies dentro del género Gardnerella. Como resultado, estudios gendmicos combinados con

caracterizaciones fenotipicas estan estudiando las diferencias significativas en el potencial
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patogénico entre distintas cepas de G. vaginalis. Este analisis ha permitido la identificacidn de
cuatro clados o subgrupos genéticamente distintos. Entre las especies y genomoespecies
reconocidas hasta ahora se encuentran: G. swidsinskii y G. leopoldii (subgrupo A/clado 4), G.
piotii (subgrupo B/clado 2) y G. vaginalis. Asimismo, los subgrupos C/clado 1y D/clado 3 incluyen
varias genomoespecies adicionales, consolidando una taxonomia mds compleja y especifica
dentro del género. Las especies de Gardnerella producen varias enzimas hidroliticas, como las

sialidasas, que parecen desempefiar un papel significativo en la patogénesis de la VB [28,29].

El sintoma mas caracteristico de la VB es el aumento de la secrecidn vaginal, que se vuelve
mas acuosa y presenta un olor desagradable (similar al olor a pescado); sin embargo, también
existe un alto nimero de mujeres asintomaticas [5]. Otros sintomas comunes incluyen exudado
homogéneo, picor e irritacidn, mientras que en menor frecuencia pueden presentarse disuria,

dispareunia y dolor abdominal [2].

Los factores de riesgo asociados con la VB incluyen multiples parejas sexuales, relaciones
sexuales sin uso de métodos anticonceptivos, duchas vaginales, estrés y uso de antibiéticos,
entre otros [22,27]. Se ha reportado una mayor prevalencia de infeccién en mujeres que utilizan
un dispositivo intrauterino (DIU), mientras que el uso de anticonceptivos orales no ha
demostrado incrementar el riesgo de VB [30]. Ademas, la VB se asocia con un mayor riesgo de
adquirir una ITS y problemas asociados al embarazo como aborto espontaneo, rotura prematura

de membranas, endometriosis y problemas de fertilidad [2].
1.1.3. Vulvovaginitis candidiasica

La VVCes una infeccién que causa inflamacion de la vagina y la vulva, provocada por diversas
especies de hongos, principalmente del género Candida (familia Saccharomycetaceae, orden
Saccharomycetales), siendo C. albicans la especie mas comun. Otras especies menos frecuentes,
denominadas Candida no albicans, como C. glabrata (Nakaseomyces glabratus), C. krusei (Pichia
kudriavzevii), C. tropicalis, C. parapsilosis y C. dubliniensis, estan incrementando su prevalencia

y se caracterizan por su resistencia a los tratamientos actuales [5,31,32].

La colonizacién de la vagina ocurre mediante la adhesién del hongo a las células epiteliales.
C. albicans muestra una mayor adhesién a estas células en comparacidn con las especies
Candida no albicans, debido a su capacidad de germinacién y su cambio morfoldgico de levadura
(células redondas u ovoides) a hifas filamentosas (Figura 4), lo que a veces da lugar a la
formacién de biofilms [32,33]. En aproximadamente un 1-2% de los cultivos vaginales se detecta

Saccharomyces cerevisiae, un organismo comensal de la vagina que no provoca sintomas [34].
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Figura 4. Imagen al microscopio electrénico de las dos formas del hongo C. albicans: forma de
levadura (izquierda) e hifa (derecha). Imagenes tomadas de Cassone (2015) [33].

La VVC se clasifica en no complicada y complicada. Se considera no complicada cuando es
causada por la especie C. albicans, con menos de cuatro episodios al afio de gravedad leve o
moderada. La VVC complicada incluye episodios debidos a especies Candida no albicans o casos
graves causados por cualquier especie de Candida. Se considera VVC complicada recurrente
cuando ocurren cuatro o mas episodios al afio, en presencia de factores de riesgo reconocidos
como embarazo, diabetes e inmunosupresion [35,36]. También se observa colonizacién del
tracto genital en un 20% de los casos [5,37]. En la Tabla 3 se presenta la distribucion de casos

de las especies de Candida en Europa en mujeres con VVC aguda.

Tabla 3. Distribucién de las especies de Candida de Europa en casos de VVC aguda. Tabla tomada de
la revisidn bibliografica Farr et al. (2021) [34].

Candida species n %

C albicans 450 94.8

C glabrata 10 21

C krusei 4 0.8

Others (C tropicalis, C kefyr, C africana, 5 11 2.3
cerevisiae)

Total 475 100

Los factores de riesgo asociados con un aumento de la prevalencia de VVC incluyen
embarazo, uso de anticonceptivos orales con alto contenido de estrégeno, diabetes mellitus no
controlaba, inmunosupresion y uso de antibidticos [35,37]. En presencia de estos factores de

riesgo, suelen predominar las especies Candida no albicans [34].

Los sintomas mds caracteristicos de esta infeccion incluyen el aumento de la secrecion
vaginal (de aspecto blanquecino y con grumos), prurito, disuria, escozor, lesiones cutaneas en la

vulva y el periné, asi como eritema en la mucosa vaginal [32,35,37].
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1.1.4. Trichomoniasis

T. vaginalis es un protozoo patdgeno unicelular flagelado, anaerobio, causante de la ITS no
viral mas prevalente a nivel mundial, solo superada en prevalencia por el VPH [38,39]. Pertenece
al género Trichomonas, familia Trichomonadidae y orden Trichomonadida. Provoca lesiones del
epitelio ectocervical que pueden atribuirse a factores citotéxicos elaborados por el propio
protozoo, como la sintesis de proteinasas capaces de degradar algunos factores endégenos que
protegen la integridad del epitelio cervicovaginal, lo que favorece su adhesion a las células

(Figura 5) [40-42].

Figura 5. Cultivo de T. vaginalis al microscopio electrénico. En las imagenes se pueden observar el
axostilo, la membrana ondulante y los flagelos (A); el protozoo en la superficie de una célula epitelial
vaginal antes de la transformacidon ameboide (B); y la morfologia ameboide en cultivo celular, donde
se muestra la adhesion a la célula epitelial vaginal. Imagenes tomadas de Petrin et al. (1998) [42].

Este protozoo se caracteriza por causar secrecion vaginal de color amarillo-verdoso e
irritacidn con prurito intenso [5]. Produce sintomas como vaginitis, uretritis, inflamacién pélvica,
cervicitis, cancer cervical e infertilidad. Aunque los hombres son generalmente asintomaticos,
también se han descrito casos de uretritis, epididimitis y prostatitis. Al igual que la VB y VVC, la
trichomoniasis esta asociada a problemas en el embarazado, como parto prematuro, mayor
susceptibilidad a VIH, y cdncer de prdstata y cervical [38,43,44]. Ademas, se ha identificado un

mayor riesgo de infeccidon por T. vaginalis en casos de VB [22,45].

1.2.  Epidemiologia

Las molestias vaginales son la razdn mdas comun por la que las mujeres buscan atencidn
médica, con una prevalencia global que varia entre el 23% y el 29% en mujeres en edad
reproductiva [46,47]. Se estima que el 75% de las mujeres experimentan al menos un episodio

de vulvovaginitis sintomatica a lo largo de su vida, siendo la VVC la mas prevalente en Europa y
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la VB en EE.UU. [5,27,48]. Ademas, entre el 40% y el 45% de las mujeres experimentan dos o

mas episodios, lo que resalta la importancia de un diagndstico y tratamiento adecuados [22].

La VB es la infeccion mas comun, con una incidencia que varia entre el 8 y el 30% en mujeres
sexualmente activas en los paises desarrollados [5,49]. La prevalencia varia de un pais a otro
(Figura 6) e incluso dentro de un mismo pais, dependiendo de la raza, la etnia y las practicas
sexuales. En los ultimos afios, estudios han reportado un aumento en el nimero de casos entre
mujeres que tienen relaciones sexuales con otras mujeres [23]. Esta infeccidn es mas frecuente

en mujeres de entre 15 y 44 afios y menos comuUn en mujeres posmenopausicas [27,50].

Figura 6. Prevalencia global de la VB expresada en porcentaje por region, segin un estudio publicado
por Peebles et al. (2019) [49]. Entre paréntesis se muestran los intervalos de confianza.

La VVC es la segunda causa mdas comun de vaginitis en mujeres en edad fértil, con una tasa
de infeccién que supera el 75% [33,50]. Se estima que el 8% de los casos corresponden a
infecciones recurrentes (definidas como al menos cuatro episodios en un afio). Las estadisticas
globales muestran que 138 millones de mujeres en todo el mundo experimentan VVC recurrente

cada afio, con una prevalencia anual de 3,871 por cada 100,000 [36,51].

Esta infeccion es mads frecuente en mujeres que reciben terapia hormonal y en aquellas que
estan embarazadas, especialmente después de un tratamiento con antibiéticos [51]. C. albicans
es responsable del 80-92% de los casos de VVC, mientras que el 8-20% restante se atribuye a
otras especies como C. glabrata, C. krusei, C. tropicalis y C. parapsilosis (Tabla 4) [5,48]. Ademas
de su papel patogénico, C. albicans puede estar presente en el microbioma de individuos sanos,
pudiendo pasar de un estado comensal a uno patogénico bajo condiciones adversas impulsadas
por diversos factores predisponentes. Entre estos factores se incluyen la diabetes mellitus,

niveles elevados de estrégenos enddgenos (por embarazo u obesidad), inmunosupresion (como
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en pacientes trasplantados, tratados con medicamentos antimetabolitos, quimioterapia o con

infeccidn por VIH), uso de antibidticos de amplio espectro y otros factores ambientales [36].

Tabla 4. Datos de estudios epidemioldgicos publicados entre 2003 y 2014 que muestran la
distribucién de especies de Candida en mujeres con VVC. Estos estudios evidencian la prevalencia de
diferentes especies, destacando la proporcién de C. albicans en comparacién con las especies no-
albicans en diversas poblaciones de mujeres afectadas por esta infeccién. Tomada de Gongalves et
al. [35].

Year(s) of No. of C. albicans C. glabrata C. tropicalis C. parapsilosis C. krusei
Country study subjects %) %) ) %) (%) References
USA 19982001 429 753 15.6 1.1 38 38 (Richter et al., 2005)
Jamaica - 125 832 4.8 112 - - (Jackson et al, 20035)
Brazil 2001-2003 40 70.0 20.0 15 - - (Boatto et al., 2007)
ltaly 19992001 909 77.1 14.6 23 0.6 4.0 (Corsello et al., 2003)
Slovakia 2000-2001 227 877 6.2 09 0.9 2.2 (Sojakova et al., 2004)
Austria 2000-2004 3243 879 34 02 05 0.3 (Paulitsch et al., 2006)
Greece 2002-2004 576 80.2 7.3 1.6 2.1 1.0 (Grigoriou et al., 2006)
Turkey 20042005 240 442 29.6 - - 5.8 (Cetn et al., 2007)
India 20032004 111 35.1 50.4 10.8 0.9 2.7 (Mohanty et al., 2007)
India - 215 46.9 36.7 28 10.2 1.4 (Ahmad & Khan, 2009)
China 2003-2006 1070 90.4 7.9 09 0.6 0.1 (Fan et al., 2008h)
Iran 2006-2008 175 65.1 13.1 6.2 0.6 4.0 (Mahmoud et al., 2011)
Tunisia 20062008 295 763 19.3 14 - - (Amouri et al., 2011)
Nigeria - 517 203 33.8 179 43 - (Okungbowa et al., 2003)
Australia 2000 1221 89.0 7.3 0.7 1.0 1.0 (Holland et al., 2003)

La tricomoniasis no es una infeccion de declaracidn obligatoria, lo que dificulta Ila
recopilacion de datos epidemioldgicos fiables. Por esta razén, su incidencia se estima a partir de
estudios localizados [22,44]. En Estados Unidos, esta infecciéon es responsable de
aproximadamente 3.7 millones de casos. La prevalencia en la poblacién estadounidense es del
2.1% entre las mujeres y del 0.5% entre los hombres, con las tasas mas altas entre mujeres
negras (9.6%) y hombres negros (3.6%), en comparacion con mujeres blancas no hispanas (0.8%)

y mujeres hispanas (1.4%) [22,52,53].

En 2012, la Organizacion Mundial de la Salud (OMS) publicé datos basados en los casos
reportados en 2008, estimando 276.4 millones de nuevos casos anuales. Este numero supera la
suma de las dos ITS mas prevalentes, Chlamydia trachomatis y Neisseria gonorrhoeae, que en el
mismo periodo registraron 105.7 millones y 106.1 millones de nuevos casos, respectivamente
[45,54]. La infeccidn por T. vaginalis muestra marcadas disparidades segun la edad y la etnicidad.
Los continentes africano y americano estdn significativamente mads afectados que Europa, con
42.8 millones y 57.8 millones de adultos infectados en Africa y América, respectivamente. En
contraste, Europa presenta cifras mucho menores, con solo 14.3 millones de adultos infectados,

donde la prevalencia de la infeccién se estima entre el 0.6% y el 5.8% (Tabla 5) [38,52,55].

En 2020, se registraron aproximadamente 156 millones de nuevos casos de infeccion por T.

vaginalis entre personas de 15 a 49 afios. La prevalencia fue del 5.3% en mujeres y del 0.6% en
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hombres, lo que representa 73.7 millones de casos en mujeres y 82.6 millones en hombres

[39,56].

Tabla 5. Incidencia y prevalencia estimada de T. vaginalis por regién en adultos de 15 a 49 afos segln
la OMS [55].

Region de la OMS Incidencia Anual Prevalencia Estimada
Estimada (millones) (millones)

Africa 59.7 42.8
Américas 85.4 57.8
Asia Sudoriental 42.9 28.7
Europa 22.6 14.3
Mediterréneo 20.2 13.2
Oriental

Pacifico Occidental 45.7 30.1
Total Mundial 276.4 187

Abreviaturas: OMS, organizacién mundial de la salud.

La infeccidén por T. vaginalis presenta una prevalencia que varia del 6,1% al 52,6% en mujeres
infectadas por el VIH [57]. Ademas, se estima que aproximadamente un 25% de las mujeres y

entre el 40 y el 75% de los hombres infectados son asintomaticos [54].

1.3.  Diagndstico clinico

El diagndstico clinico de infecciones vaginales se basa en la evaluacién detallada de los
signos, los sintomas, los hallazgos durante el examen fisico y el uso de herramientas simples

como la medicién del pH vaginal y pruebas répidas disponibles en el consultorio.

La VB se caracteriza por un flujo vaginal fino, homogéneo y de color blanco-grisaceo,
acompafiado de un olor fuerte a pescado, especialmente después del coito o durante la
menstruacion. En general, no hay signos de inflamacién vulvar o vaginal. El pH vaginal suele ser
mayor de 4.5, y la prueba de aminas, afiadiendo hidréxido de potasio (KOH) al flujo vaginal,

puede desencadenar el caracteristico olor a pescado [2,58].

En la VVC, los sintomas incluyen prurito intenso, enrojecimiento y flujo vaginal espeso,
blanco y grumoso. A menudo hay inflamacién de la mucosa vulvar y vaginal, acompafiada de
sensacioén de ardor o dolor durante la miccién o el coito. El pH vaginal es normal (<4.5), lo que
ayuda a diferenciarla de otras infecciones. En el examen clinico, los hallazgos de flujo

caracteristico y eritema son suficientes para sospechar candidiasis [32].
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La tricomoniasis se presenta con un flujo vaginal espumoso, amarillo-verdoso y de mal olor.
En algunos casos, se observa eritema. Otros sintomas incluyen ardor, disuria y dolor durante el

coito. El pH vaginal suele ser mayor de 4.5 [59,60].

En la tabla 6 se muestran las principales caracteristicas clinicas de estas infecciones.

Tabla 6. Caracteristicas clinicas para el diagndstico de la VB, VVCy tricomoniasis.

Criterio VB VvC Tricomoniasis

Leucorrea moderada Leve/moderada alta

pH 24.5 <4.5 25

Olor Olor a pescado - Maloliente

Aspecto Cremoso (adherente y Grumoso Espumoso

homogéneo)

Color Grisaceo Blanco-amarillo Amarillo-verdoso

Cuadro clinico Escozor Prurito, escozor, disuria, Prurito, escozor,
dispareunia disuria, dispareunia

Microscopio, Abundante microbiota Esporas, micelios o Tricomonas moéviles

solucidn salina mixta (Gardnerella y seudomicelios

anaerobios) con pocos
leucocitos y lactobacilos
Abreviaturas: VB, vaginosis bacteriana; VVC, vulvovaginitis candidiasica.

1.4.  Diagndstico microbioldgico

La anamnesis desempefa un papel importante en el diagndstico de este tipo de infecciones,
ya que cualquier factor desencadenante de un cambio en la microbiota puede ser indicativo. No
obstante, la deteccidén de los agentes causantes es crucial para un diagndstico especifico y un

tratamiento adecuado.
1.4.1. Vaginosis bacteriana

En un primer examen, se puede realizar un test de pH, un test de KOH y un examen en fresco
al microscopio de una muestra vaginal diluida en 0.9% de solucidn salina o en una solucién de
KOH al 10%. Un pH mayor de 4.5 es un posible indicador de VB o trichomoniasis, aunque T.
vaginalis puede no alterar el pH. En la solucién salina, es posible visualizar el parasito T. vaginalis
y las células "guia" o "clue cells", caracteristicas de la VB. Las células “guia” son células epiteliales
escamosas cubiertas por cocobacilos en ausencia de microorganismos baciliformes
(Lactobacillus) [54,61]. La solucién KOH se utiliza para identificar hifas o blastoporos
caracteristicos de las especies de Candida. A pesar de su uso comun, la sensibilidad de estas
técnicas es del 50% en comparacién con pruebas de amplificacidon de acidos nucleicos (NAAT,

Nucleic Acid Amplification Test) o los cultivos [22]. El cultivo vaginal y test de Papanicolaou no
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son Utiles para el diagndstico debido al caracter polimicrobiano de la infeccién [6]. Los métodos
habitualmente empleados para la deteccién de la VB son los criterios de Amsel y la puntuacién
de Nugent mediante la tincion de Gram. En la Figura 7, se muestran imagenes representativas
de colposcopia y examen microscépico de secreciones vaginales caracteristicas de VB y de una

microbiota vaginal normal.

Figura 7. Colposcopia y examen microscopico de una secrecién vaginal caracteristica de VB (A, C) y
de microbiota vaginal normal (B, D). En las imagenes (A, C) se observan secreciones homogéneas de
aspecto lechoso, microorganismos similares a Gardnerella y células clave. Las imagenes (B, D)
muestran la colposcopia y el examen microscépico de secreciones vaginales normales,
respectivamente, con secreciones homogéneas y claras, presencia de microorganismos similares a
Lactobacillus y ausencia de células clave. Figura tomada de Chen et al. (2021) [4].

La VB se ha diagnosticado tradicionalmente utilizando los criterios de Amsel (1983) [6].
Segun este método, una muestra es clasificada como VB si cumple con 3 de los 4 siguientes
criterios: secrecion vaginal homogénea, pH mayor 4.5, presencia de células clave y prueba de
aminas positiva (realizada con KOH al 10%) [62,63]. Este método presenta una sensibilidad que
varia entre el 70% y el 97%, y una especificidad del 90% al 94% en comparacién con la tincién

de Gram [6].

El método de Nugent (1991) es considerado el estandar de referencia (gold standard) para
el diagnédstico de la VB. Se trata de una técnica rdpida y econdmica de microscopia que permite
detectar la presencia de especies de Lactobacillus, G. vaginalis, Bacteroides spp. y bacilos Gram-
negativos curvados [3]. Una puntuacién de 0 a 3 indica la predominancia de Lactobacillus en la
muestra, lo que es equivalente a una microbiota normal; una puntuacién de 4 a 6 se clasifica
como microbiota intermedia, donde se observa el aumento de G. vaginalis; y una puntuacion de

7 a 10 indica VB (Tabla 7) [64]. Al comparar ambos métodos, la sensibilidad y especificidad de
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los criterios de Amsel frente al método de Nugent son del 37% al 70% y del 94% al 99%,

respectivamente [61].

Tabla 7. Sistema de puntuacion de Nugent. Tomado y adaptado de Nugent et al. 1991 [64]. Una
puntuacién de 0 indica que no hay morfotipos presentes, solo Lactobacillus; una puntuacion de 1 se
asigna cuando hay menos de un morfotipo presente; 2 cuando hay de 1 a 4 morfotipos presentes; 3
cuando hay de 5 a 30; y 4 cuando hay 30 o mas morfotipos.

Puntuacion Morfotipos de Morfotipos de Gardnerella y Bacilos curvos Gram-
Lactobacillus Bacteroides spp. variables
0 4+ 0 0
1 3+ 1+ 1+ 02+
2 2+ 2+ 3+ 04+
3 1+ 3+
4 0 4+

Un método mas simple fue descrito posteriormente por Ison y Hay (2002). Este método se
basa en la inspeccién de las tinciones de Gram para estimar la proporcion de los morfotipos
observados, en lugar de determinar el nimero de bacterias presentes. Las observaciones se
dividen en tres grados: grado 1 (normal: muchos morfotipos de Lactobacillus y pocos morfotipos
de Gardnerella); grado 2 (intermedio: igual numero de morfotipos de Lactobacillus y
Gardnerella); y grado 3 (BV: pocos Lactobacillus y muchos morfotipos de Gardnerella) [65,66].
En la Figura 8 se presentan varios ejemplos de tinciones en las que se pueden observar varias

categorias de la microbiota vaginal.

Figura 8. Imagenes de microscopia 6ptica (100x) de tinciones de Gram de frotis vaginales que ilustran
diferentes categorias de la microbiota vaginal. Adaptada de Verhelst et al. 2005 [67]. A: muestra
caracterizada por la presencia de Lactobacillus; B: presencia de bacilos Gram-positivos de forma
irregular; C: mezcla de Lactobacillus y bacterias asociadas a VB (Gardnerella, Bacteroides-Prevotella
y Mobiluncus); D: VB, donde no se observan Lactobacillus y predominan las bacterias asociadas a VB.
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Otras pruebas disponibles de laboratorio en el lugar de asistencia (Point of Care Test, POCT)
incluyen aquellas que miden los niveles de sialidasa en el fluido vaginal como, por ejemplo, el
OSOM® BVBIlue® (Sekisui Diagnostics, Massachusetts, Estados Unidos). Esta prueba se realiza en
10 minutos y presenta una sensibilidad y especificidad varian en el rango de 88% a 94% en
comparaciéon con el método de Nugent, y entre el 91% y el 98% con el método de Amsel [47,61].
El problema de estas pruebas rdpidas radica en que se ha documentado que algunas especies

de Gardnerella no producen esta enzima, lo que puede afectar su precisién diagndstica [28].

Debido a las limitaciones de la microscopia y de los POCT, en los ultimos afios se han
desarrollado métodos moleculares con el objetivo de proporcionar un diagndstico mas rapido y
objetivo. Entre los mas utilizados se encuentra el Affirm VPIII (Becton Dickinson, Nueva Jersey,
Estados Unidos), que es una prueba que utiliza una sonda de ADN para la deteccidén e
identificacion de los acidos nucleicos de Candida, G. vaginalis y T. vaginalis en muestras de fluido
vaginal de pacientes con sintomas de vaginitis [68,69]. También esta el BD Max vaginal panel de
la misma compaifiia, que consiste en una reaccion en cadena de la polimerasa (PCR, Polymerase
Chain Reaction) para la deteccién de vaginitis en mujeres sintomaticas. Este panel detecta el
grupo Candida (incluyendo C. albicans, C. tropicalis, C. parapsilosis y C. dubliniensis), asi como C.
glabrata o C. krusei y T. vaginalis. Ademas, incluye un algoritmo para el diagndstico de VB a
través de la cuantificacidon de Lactobacillus (L. crispatus y L. jensenii), G. vaginalis, A. vaginae,
Megasphaera tipo 1 y BVAB2. En comparacién con los métodos de referencia Nugent y Amsel,
este test presenta una sensibilidad del 90.5% y una especificidad del 85.8% para el diagndstico

de VB [46,61,70].
1.4.2. Candida

Debido a la alta tasa de infeccidon (75%), de colonizacién asintomatica (10-15%) y de
recurrencias (10-20%), el diagndstico de VVC debe considerar tanto el diagndstico

microbiolégico como la clinica de la paciente [22,32,71].

Para el diagndstico de Candida, ademas de una anamnesis adecuada y un examen
ginecoldgico, es recomendable realizar un examen microscépico del flujo vaginal con solucidn
salina o KOH al 10% utilizando un microscopio dptico o de contraste de fases con un aumento
de 400x, esto que permiten la visualizacion de esporas e hifas [34,35]. La microscopia presenta
una sensibilidad entre el 40% y el 70% y presenta menor capacidad para identificar ciertas
especies, como C. glabrata, porque no forman hifas ni pseudohifas, por lo que estas técnicas

deben complementarse con un cultivo vaginal como prueba confirmatoria [72].
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El cultivo de levaduras es el método de referencia con una sensibilidad alta 85-95% y
especificidad del 90% puesto que permite identificar un amplio grupo de especies. Para el cultivo
de Candida spp. se usa en rutina el medio agar Sabouraud con 2% de glucosa y requiere un

minimo de 48 a 72 horas [5,22,34].

Para el diagndstico de las distintas especies de Candida, se utilizan medios cromogénicos
como CHROMagar™ Candida (CHROMagar, Francia) y ChromID Candida agar (bioMérieux,
Francia) (Figura 9), asi como la espectrometria de masas (MALDI-TOF MS, Matrix-Assisted Laser
Desorption/lonization-Time of flight Mass Spectrometry). Los medios de cultivo cromogénicos
permiten, dependiendo de la composicion, la diferenciacion e identificacidn rapida de dos o mas
especies (C. albicans, C. tropicalis, C. krusei y C. glabrata). Por otro lado, la técnica de MALDI-
TOF MS permite la identificacién de multiples microrganismos a través del analisis de su perfil
proteico o nucleotidico. Sin embargo, esta técnica se aplica principalmente al analisis de cultivos,

ya que requiere una concentracidon minima superior a 10° células [73—75].

Figura 9. Identificacion de especies de Candida mediante cultivo en diferentes medios cromogénicos.
(A) Cultivo en agar Sabouraud Dextrose con cloranfenicol: C. albicans forma colonias blancas y
cremosas. (B) Cultivo en CHROMagar™ Candida: C. albicans se identifica por colonias de color verde,
mientras que C. glabrata y C. kefyr presentan colonias de color malva a marrén, C. tropicalis se
caracteriza por colonias azul metalico, y C. krusei forma colonias de color rosa con bordes rizados.
Otras especies muestran colonias que varian entre blanco y malva. (C) Cultivo en ChromID™ Candida
agar: se observa una clara diferenciacién entre especies, con C. tropicalis formando colonias rosas y
C. albicans colonias azules.

Dadas las limitaciones de los métodos tradicionales para el diagndstico de la VVC, el uso de
pruebas moleculares ha experimentado un notable incremento. En los ultimos afios, diversos
estudios han evaluado estas pruebas, destacando su alta precision clinica, con sensibilidades y
especificidades que alcanzan entre el 90% y el 95% y permiten obtener un resultado en 2-6 horas
[72,76]. Ademas, las candidiasis complicadas o recurrentes suelen ser causadas por especies
Candida no albicans, por lo que siempre es necesario realizar un cultivo o PCR para identificar la

especie [22].
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No se recomienda el uso de métodos seroldgicos para el diagndstico de VVC, ya que es

posible medir niveles de anticuerpos en pacientes con y sin infeccion [34].
1.4.3. Trichomonas vaginalis

Este pardsito en mujeres es tradicionalmente diagnosticado por microscopia mediante el
examen de un frotis en fresco que permite observar el movimiento del protozoo. Este método
es altamente utilizado debido a su bajo coste y simplicidad, aunque presenta baja sensibilidad
(40-70%) en comparacion con otros métodos como PCR. La baja sensibilidad del examen en
fresco se debe a una reduccién de la motilidad del parasito, requiriendo un analisis inmediato lo

que complica su identificacién [39,57].

Hasta hace unos afios, el cultivo de muestras clinicas ha sido el método de referencia para
el diagndstico del T. vaginalis. En un periodo de 48-72h es posible observar crecimiento, pero
los cultivos deben mantenerse entre 5 y 7 dias para detectar pequefias concentraciones o
considerarlos negativos, especialmente en hombres. Los medios mds comunes son variantes del
medio Diamond y Roiron con una sensibilidad entre el 80 y el 90% y una especificidad muy alta.
El medio de cultivo InPouch® TV (BioMed Diagnostics, Moldavia) ha sido ampliamente utilizado
para la deteccion de T. vaginalis, ofreciendo una sensibilidad que varia entre el 44% y el 81% y
una especificidad del 100%. Sin embargo, su uso ha disminuido con el desarrollo de métodos

moleculares, que ofrecen una mayor precision diagndstica [3,22,39,54].

Existen métodos seroldgicos, aunque su uso en la practica clinica es poco frecuente. En los
hombres, el diagndstico rara vez se realiza debido a que la mayoria son asintomaticos, y la baja
carga parasitaria dificulta su deteccion mediante microscopia o cultivo [5,38]. En mujeres, el test
de Papanicolaou también puede detectar T. vaginalis, sin embargo, presenta una sensibilidad y
especificidad muy bajas, lo que hace imprescindible una prueba confirmatoria [77]. También se
dispone de pruebas rapidas, como el test OSOM Trichomonas Rapid Test (Sekisui Diagnostics),
que proporciona resultados en 30 minutos con una sensibilidad del 80-94% y una especificidad

superior al 95% [71].

El desarrollo de métodos NAATs, ha reemplazado el uso de los métodos tradicionales debido
a su mayor sensibilidad y precisién. Estos métodos han facilitado, ademas, el diagndstico en
pacientes asintomaticos, quienes a menudo presentan una carga parasitaria baja que puede ser
indetectable con métodos menos sensibles. EI Centro para Control y la Prevencion de
Enfermedades (CDC, Centrers for Disease Control and Prevention) recomienda el uso de NAATs
para el diagnéstico de T. vaginalis en mujeres sintomaticas y en aquellas que presentan factores

de riesgo. Estos métodos permiten detectar el pardsito tanto en muestras endocervicales como
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en orina, con una sensibilidad que varia entre el 88% y el 97%, y una especificidad que oscila
entre el 98% y el 99% [6,38,71]. El test Aptima T. vaginalis Assay (Becton Dickinson) fue el primer
test aprobado por la Administracién de Alimentos y Medicamentos de los Estados Unidos (FDA,
Food and Drug Administration) y que cuenta con Certificacién Europea (CE) para el diagndstico
del parasito en mujeres sintomaticas y asintomaticas, con una sensibilidad del 95.3% al 100% y

una especificidad del 95.2% al 100% en comparacion con la microscopia y el cultivo [22,54,78].

1.5. Tipo de muestra, condiciones de recogida, conservacion y transporte

La eleccién del tipo de muestra para el diagndstico depende de diversos factores, como la
edad y sexo del paciente, el contexto clinico, las instalaciones de laboratorio disponibles, los
costos, el tipo de prueba diagndstica, el microorganismo que se busca identificar y el método de

analisis utilizado.

Para el diagnéstico de vaginitis, se emplean torundas y contenedores especificos adaptados
a cada técnica. En muchos casos, se recogen varias muestras segun las pruebas que se vayan a
aplicar. Es fundamental que la recoleccién de muestras se realice en condiciones asépticas y,
siempre que sea posible, antes de iniciar cualquier tratamiento. Todas las muestras deben
etiquetarse con el nombre del paciente y el nimero de historia clinica correspondiente para

garantizar la trazabilidad y la precisién en el manejo de los datos clinicos [79].

Se recomienda la recoleccion de exudados vaginales y/o endocervicales. Una muestra
cervical adecuada debe contener células metaplasicas o endocervicales viables, por lo que es
fundamental preservar su integridad. Los dispositivos de recoleccién, como hisopos o cepillos,
deben colocarse en un medio de transporte adecuado o transportarse en seco dentro de un
tubo sellado [50,80]. En el mercado existen hisopos de diversos materiales como dacrdn, nailon
y rayén, aunque estos presentan el inconveniente de retener parte de la muestra en las fibras.
Los hisopos flocados representan un avance al mejorar tanto la absorcién como la liberacién de
la muestra [79]. Normalmente se utiliza el espéculo para la toma de muestras; sin embargo,
varios estudios han demostrado que la auto-recoleccidon por parte del paciente puede ser
igualmente viable y confiable. Esta modalidad ofrece una alternativa cdmoda y aceptable en

ciertos entornos clinicos [61,81,82].

La correcta conservacion y transporte de las muestras es fundamental para garantizar la
viabilidad de los microorganismos y obtener resultados diagndsticos confiables. Las muestras
deben colocarse en medios adecuados, seleccionados en funcién del microorganismo de interés

y las pruebas diagndsticas previstas. Entre los medios mas utilizados para el transporte se
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encuentran los medios de Stuart o Amies, que son ideales para preservar microorganismos
aerébicos y anaerdbicos durante el transporte. Estos ofrecen una conservacién adecuada
durante periodos cortos, generalmente hasta 24 horas, ya sea a temperatura ambiente o

refrigerados [22,50].

Tradicionalmente, las muestras se han recolectado en medios en forma de agar semisdlido,
como el medio Transystem™ Amies Agar Gel (Copan Diagnostics Inc., Murrieta, USA) y el medio
DeltalabSwab Amies Gel (Deltalab, Barcelona, Espana). Sin embargo, con el avance de las
técnicas moleculares, los medios liquidos se han convertido en una opcién mas comun, debido
a su compatibilidad con las nuevas tecnologias diagndsticas. Los medios liquidos cada vez son
mas utilizados, especialmente en técnicas moleculares, debido a su capacidad para recuperar
de manera eficiente el ADN o ARN microbiano. Ademas, estos medios son compatibles con
sistemas automatizados y de alto rendimiento, lo que los hace ideales para muestras vaginales,
endocervicales o de orina. Entre los medios mas comunmente utilizados se encuentran el UTM-

RT® (Universal Transport Medium) y el eSwab® (Copan Diagnostics Inc.) [47,50].

El transporte de las muestras al laboratorio debe realizarse en el menor tiempo posible para
evitar la degradacién microbiana o el crecimiento de contaminantes. Idealmente, las muestras
deben llegar al laboratorio en menos de 2 horas. Si esto no es posible, es fundamental
almacenarlas refrigeradas a 4°C para mantener su viabilidad. En casos donde el procesamiento
de la muestra pueda retrasarse mas de 24 horas, como ocurre en andlisis moleculares, se
recomienda la congelacién a -20°C o -80°C para preservar la calidad de los acidos nucleicos

[50,79].

1.6.  Tratamientoy prevencion

1.6.1. Vaginosis bacteriana

El tratamiento actual de la VB se centra en detener la proliferacion de microorganismos
responsables de la infeccién y en restaurar la microbiota vaginal. Las principales opciones
terapéuticas incluyen el uso de antibidticos con amplia actividad contra microbios anaerobios y

protozoos, y/o la administracién de probidticos.

El metronidazol es el tratamiento de eleccion, recomendado en una dosis de 500 mg por via
oral, dos veces al dia durante una semana. Sin embargo, debido a los efectos secundarios
asociados a este antibidtico, se sugiere como alternativa el uso de clindamicina, administrada
por via oral a una dosis de 300 mg dos veces al dia durante una semana. Otros regimenes

incluyen el tratamiento tdpico con geles o dvulos vaginales, que han demostrado una eficacia
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similar, con tasas de curacién que varian entre el 58 % y el 92 % [5,22,26]. A pesar de la alta
eficacia inicial de estos tratamientos, las tasas de recurrencia siguen siendo elevadas,
principalmente debido a la incapacidad de los antibidticos para eliminar los biofilms. Ademas,
se ha documentado resistencia de F. vaginae a nitroimidazoles como el metronidazol y el
secnidazol, lo que podria contribuir significativamente a los fracasos terapéuticos. Ante esta
problemadtica, se han investigado y siguen desarrollandose nuevas alternativas de tratamiento,
incluyendo el uso de antisépticos, probidticos y combinaciones de diversas terapias. Entre los
compuestos estudiados, el timol, el acido bdrico y los tensioactivos anfotéricos han mostrado

efectos prometedores en la eliminacién de biofilms de G. vaginalis [4,26,27].

En los ultimos afios, se ha prestado especial atencion a un grupo de sustancias
pertenecientes a los antisépticos y antimicrobianos, destacando el cloruro de decualinio (DQC,
Dequalinium Chloride). Este compuesto antiséptico, no antibidtico, presenta la ventaja de no
asociarse con el desarrollo de resistencias adquiridas. Su uso es tdpico, en forma de supositorios

vaginales, y esta especialmente indicado en pacientes con VB recurrente [22,27,71].

El uso de probidticos, tanto para recuperar la microbiota tras el tratamiento con antibidticos
como para prevenir la infeccién, estd ganando cada vez mas popularidad. Se ha demostrado que
microorganismos como L. rhamnosus GR-1, L. rhamnosus Lcr 35, L. reuteri RC-14 y L. crispatus
CTV-05 poseen propiedades probidticas sin asociarse a efectos secundarios. El efecto
beneficioso observado sobre la microbiota vaginal y el equilibrio del pH parece estar relacionado

con un menor riesgo de recurrencias [4,25,83].

Actualmente, no existen recomendaciones especificas para el manejo de infecciones
recurrentes o fracasos terapéuticos en el tratamiento de la VB. En estos casos, se sugiere
extender la duracidn del tratamiento o combinar diferentes enfoques terapéuticos [83]. Se

recomienda realizar controles médicos regulares para abordar posibles factores predisponentes.

La prevencion de la VB se basa en mantener un equilibrio saludable de la microbiota vaginal
y en evitar los factores de riesgo asociados con esta infeccién. Para ello, es fundamental
mantener una higiene adecuada, evitando el uso de duchas vaginales y productos irritantes, asi
como optar por ropa interior de algodén que ayude a prevenir la humedad excesiva. Ademas, el
uso de preservativos, la reduccién del nimero de parejas sexuales y el consumo de probidticos
han demostrado tener un efecto positivo en el mantenimiento de una microbiota equilibrada

[14,84].
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1.6.2. Candidiasis

El tratamiento para la VVC no complicada incluye una variedad de agentes antimicéticos,
como los derivados imidazdlicos, poliénicos y piridinonas. Los azoles son el grupo de antifungicos
mas utilizado debido a su amplio espectro de accidn y la disponibilidad de formulaciones orales.
Se recomienda un tratamiento de corta duracion, generalmente de 1 a 3 dias, o una dosis Unica
de fluconazol oral (150 mg), que ha demostrado una eficacia del 80-90 % en los casos. El
clotrimazol es el farmaco mas recomendado, administrado por via vaginal en forma de crema (5
g/dia durante 7 dias) o comprimidos vaginales (100 mg cada 12-24 horas durante 3-7 dias)

[5,22,85].

En casos de infecciones recurrentes o persistentes, los tratamientos orales suelen ser
preferidos. En estas situaciones, se recomienda prolongar el tratamiento de 7 a 14 dias y
administrar 3 dosis de fluconazol oral. Ademads, para prevenir reinfecciones, se puede indicar

fluconazol oral en dosis semanal durante 6 meses [21,72].

Desde 1993, el uso extendido de fluconazol ha llevado al surgimiento de aislados de C.
albicans y especies Candida no albicans resistentes, lo que ha complicado el manejo de estas
infecciones. De estas especies, C. glabrata es la que exhibe una susceptibilidad intrinsecamente
reducida a esta clase de antifungicos [85,86]. Aunque no se ha definido un tratamiento éptimo
para las infecciones causadas por Candida no albicans, se ha observado que prolongar el
tratamiento de 7 a 14 dias puede ser efectivo. Alternativamente, se ha demostrado la eficacia
de la anfotericina B vaginal y del acido bérico, con tasas de éxito del 70 %. Sin embargo, el uso
de acido bérico esta restringido debido a las advertencias de la Agencia Europea de Sustancias
y Mezclas Quimicas (ECHA, European Chemicals Agency), que lo asocia con infertilidad y
toxicidad embrionaria. Por esta razdn, su empleo se limita a casos excepcionales de resistencia

a otros farmacos [34,72,87].

Al igual que en el tratamiento de la VB, en los ultimos afios se ha investigado la efectividad
de nuevas terapias basadas en probidticos para prevenir la adhesidn y colonizacién de especies
de Candida en la mucosa. Aunque los resultados preliminares son prometedores, su uso en la
practica clinica aun estad siendo evaluado para determinar su seguridad y eficacia [36,88].
Asimismo, se ha observado que las mujeres con VB tienen un mayor riesgo de desarrollar
infecciones posteriores por Candida. Este aumento en la susceptibilidad se atribuye a la disbiosis
vaginal asociada a este sindrome. En este estado, la disminucién de Lactobacillus, que protegen
y evitan el sobrecrecimiento de bacterias anaerobias, facilita un ambiente que favorece la

proliferacién de Candida. Este vinculo resalta la importancia de abordar la disbiosis vaginal no
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solo como un factor en el desarrollo de VB, sino también como un componente clave en la
prevencion de infecciones recurrentes por VVC. Por ello, las estrategias que combinan
tratamientos convencionales con probiéticos para restaurar la microbiota vaginal podrian tener

un impacto significativo en la reduccidn de estas infecciones recurrentes [89].
1.6.3. Trichomoniasis

En cuanto al tratamiento de la infeccidn por T. vaginalis, los nitroimidazoles son los Unicos
medicamentos que han demostrado eficacia clinica frente al parasito. Dado que se trata de una
ITS, se recomienda tratar tanto a hombres como a mujeres para prevenir la reinfeccién y el

mantenimiento del ciclo de transmision [22].

En mujeres, el tratamiento recomendado consiste en una dosis oral de 500 mg de
metronidazol dos veces al dia durante 7 dias. Aunque anteriormente se indicaba una dosis Unica
de 2 g de metronidazol oral, estudios recientes han mostrado que esta pauta es menos efectiva
en comparacion con el esquema de tratamiento prolongado, especialmente en pacientes con
sintomas persistentes o reinfeccion. En hombres, la pauta de tratamiento tradicional con una
dosis Unica de 2 g de metronidazol sigue siendo recomendada. Sin embargo, para casos mas
complejos o recurrentes, puede ser necesaria la adaptacidon a pautas prolongadas, similares a
las utilizadas en mujeres [39,45]. No se recomienda el uso de estos farmacos en formato de gel

debido a su baja eficacia para erradicar el parasito [22].

Como alternativa al metronidazol, se recomienda el uso de tinidazol, que ha demostrado
una eficacia comparable. Ademas, este medicamento presenta ventajas como menor toxicidad
y niveles séricos y genitourinarios mas elevados, lo que podria beneficiar a pacientes con
intolerancia al metronidazol. Sin embargo, el mayor costo del tinidazol limita su aplicacién en
algunos contextos, particularmente en paises con recursos limitados y no se ha evaluado en

embarazo [44,45].

Aunque la exposicidn prolongada a los nitroimidazoles ha demostrado ser efectiva debido a
la baja tasa de resistencia del parasito, el aumento en la incidencia de la infeccidn ha llevado a
una mayor frecuencia de fracasos terapéuticos, posiblemente relacionados con factores como

adherencia inadecuada al tratamiento o reexposicidn por parejas no tratadas [5,21,38].

La prevencion de la tricomoniasis se basa en fomentar practicas sexuales seguras,
incluyendo el uso correcto y constante de preservativos y la reducciéon del nimero de parejas
sexuales. Es fundamental tratar a todas las parejas sexuales para evitar reinfecciones y realizar
reevaluaciones diagndsticas entre dos y tres meses después del tratamiento inicial,

especialmente en mujeres debido a las altas tasas de reinfeccién [6,22,71].
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1.7. Embarazo y menopausia

El equilibrio del pH vaginal y la composicidn de la microbiota vaginal dependen de factores
como los niveles de estrdogenos, glucdégeno y la presencia de Lactobacillus. Estos elementos
varian significativamente en diferentes etapas de la vida de la mujer, como la prepubertad, el

embarazo y la menopausia, impactando en la salud vaginal y general.

Durante el embarazo, se recomienda realizar controles regulares para identificar y tratar

oportunamente infecciones vaginales, como VB, candidiasis VVC y tricomoniasis.
1.7.1. Etapas de la vida y microbiota vaginal

En la prepubertad, la microbiota vaginal estda dominada por bacterias anaerobias,
Escherichia coli y estafilococos, debido a los bajos niveles de estrégeno y glucdgeno. Durante la
pubertad, el aumento en los niveles de estrégeno provoca la acumulacion de glucégeno en las
células epiteliales, que es metabolizado a dcido lactico por especies de Lactobacillus. Esto genera

un ambiente acido protector contra infecciones [14].

Durante el embarazo, los niveles de estrégeno aumentan significativamente debido a la
produccién placentaria, lo que incrementa la acumulacién de glucégeno y favorece la
proliferacién de Lactobacillus, especialmente L. crispatus. Este entorno disminuye la diversidad
bacteriana y protege contra infecciones. Sin embargo, tras el parto, los niveles de estrégeno
caen drasticamente, lo que provoca disbiosis de la microbiota vaginal. Este desequilibrio se
asocia patologias postparto, como endometritis, y complicaciones neonatales, entre las que se
incluyen bajo peso al nacer, inmadurez pulmonar y problemas en el desarrollo. Ademas, puede
influir en la formacién de la microbiota intestinal del recién nacido. Microorganismos como
Gardnerella y Ureaplasma estan implicados en el parto prematuro, destacando su importancia
en el seguimiento y tratamiento durante el embarazo [27,90,91]. Se estima que las mujeres con
una microbiota vaginal rica en Lactobacillus durante el primer trimestre del embarazo tienen un
75 % menos de riesgo de dar a luz de forma prematura en comparacién con aquellas con

microbiota anormal caracterizada por la colonizacidén de bacterias causantes de VB [13].

Con la llegada de la menopausia, los niveles de estréogeno disminuyen, lo que reduce el
glucdgeno disponible y, a su vez, la produccion de 4acido lactico. Esto eleva el pH vaginal,
disminuye la presencia de Lactobacillus y aumenta la susceptibilidad a infecciones. Este cambio
esta asociado con sintomas del sindrome genitourinario, como sequedad, quemazdn, irritacion
y atrofia vulvovaginal. Se ha demostrado que la terapia hormonal y el uso de probidticos pueden
reforzar la microbiota vaginal en esta etapa, reduciendo los sintomas y el riesgo de infecciones

[90,92].
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1.7.2. Prevalencia

La prevalencia de VB en mujeres embarazadas varia ampliamente segun la poblacion y el
pais, con estimaciones que oscilan entre el 10% y el 30%. Se estima que entre el 20% y el 30%
de las mujeres embarazadas experimentan VVC en algin momento de la gestacién, con mayor
tasa de frecuencia en el segundo y tercer trimestre. La prevalencia de T. vaginalis en mujeres

embarazadas es menor en comparacion con VB y VVC, situdndose entre el 3% y el 5% [4,39,93].
1.7.3. Tratamiento durante el embarazo

En caso de VB, se recomienda tratar a todas las mujeres embarazadas con sintomas. Para la
tricomoniasis, el tratamiento es recomendado en todos los casos. El tratamiento estandar para
ambas infecciones es metronidazol oral, administrado en dosis ajustadas segun el trimestre de
gestacién [22]. Aunque este fdrmaco atraviesa la placenta, numerosos estudios han confirmado
su seguridad, sin evidencias de teratogenicidad ni anomalias congénitas [6,94]. Sin embargo, un
metaanadlisis reciente asocié su uso con un mayor riesgo de aborto espontaneo [95]. Durante la
lactancia, se recomienda una dosis baja de metronidazol o pausar la lactancia por 12 a 24 horas

tras completar el tratamiento [44,71].

En el caso de VVC, el tratamiento recomendado es el uso de clotrimazol por via vaginal, ya
que los tratamientos orales no son aconsejados durante el embarazo [5]. Estudios han
demostrado que el clotrimazol puede reducir el riesgo de parto prematuro cuando se administra
en el primer trimestre. Aunque el fluconazol oral (€150 mg) se considera seguro en relacién al
riesgo embriopdatico, no esta aprobado para su uso rutinario en mujeres embarazadas. Como

alternativa en evaluacidn, el DQC ha mostrado efectividad y no presenta toxicidad aparente [34].

1.8.  Otras causas de Vaginitis

Aungue este trabajo se centra en el estudio de las principales causas de vaginitis descritas
anteriormente, esta condicién también puede, aunque con menor frecuencia, originarse por
otros factores. Entre ellos se incluyen cambios hormonales, reacciones alérgicas, exposicion a
irritantes, presencia de cuerpos extraifos o infecciones menos comunes. Por esta razon, es
fundamental adoptar un enfoque diagndstico integral que permita identificar con precision la

causa subyacente y, de esta manera, ofrecer el tratamiento mds adecuado para cada caso.
1.8.1. Vaginitis Aerobia

La vaginitis aerobia (VA), también conocida como vaginitis inflamatoria descamativa, se

define como la alteracién de la microbiota con inflamacién y deficiente maduracion epitelial.
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Esta condicidn se caracteriza por una disminucion significativa de Lactobacillus y aumento del
pH vaginal. Su causa principal son microorganismos comensales aerobios de origen intestinal,
entre los que destacan E. coli, Staphylococcus aureus, Staphylococcus epidermidis, Streptococcus

grupo By Enterococcus faecalis [71,96,97].

Los principales sintomas incluyen un exudado purulento de color amarillo-verdoso,
inflamacidn vaginal significativa y alteracion epitelial [2]. Ademas, esta condicidn esta asociada
con complicaciones obstétricas, como el parto prematuro, y otras anomalias durante el

embarazo [96].

El diagndstico de referencia es el examen en fresco con microscopio de contraste de fases,
aplicando una puntuacién similar a los criterios de Nugent. Se establece no AV cuando se obtiene
una puntuacién de 0 a 2, AV leve de 3 a 4, moderada de 5-6 y severa de 7 a 10 [71,96]. Aunque
también se han descrito el uso de PCR y cultivos microbiolégicos, estos métodos no han
mostrado resultados consistentes. De hecho, no se recomienda el cultivo como método
diagnéstico, ya que un resultado positivo para los patdgenos asociados a VA no confirma la
presencia de infeccion [71,98,99]. Métodos complementarios incluyen la medicién de

estrogenos en sangre, el pH vaginal y NGS [2].

El tratamiento de la VA no estd completamente definido. Dado que se trata de una infeccidn
inflamatoria, se recomienda el uso de corticoides (como hidrocortisona), antisépticos como el
DQC, antiinflamatorios no esteroideos y probidticos. Cuando hay un crecimiento bacteriano
significativo, se indican antibiéticos como clindamicina. Cabe destacar que el metronidazol esta
contraindicado en estos casos [2,71,96]. Durante el embarazo, se recomienda la clindamicina

debido a su amplio espectro de accidn y eficacia tanto contra VA como contra VB [96].

En la Tabla 8 se presentan las principales caracteristicas comparativas entre VA y VB.

Tabla 8. Comparacion entre VA y VB [2].

Caracteristicas VA VB

Principales E. coli, S. aureus, S. agalactiae, S. G. vaginalis, A. vaginae, BVAV,

microrganismos epidermidis, Enterococcus. Mobiluncus, Megasphaera.

implicados

Lactobacillus Disminuidos o ausentes Disminuidos o ausentes

pH Aumentado (mas que en VB) Aumentado

Prevalencia No clara: 7-12% Clara: 8-30%

Inflamaciéon Vagina roja, edematosa con pequefias No
erosiones o ulceraciones

Exudado Aumentado con olor maloliente de Aumentado con olor a
color amarillento-verdoso, espeso y pescado, blancuzco o gris,
mucoide delgado y homogéneo
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Caracteristicas VA VB

Dispareunia Si No

Asociado a otros VB, VVC, otras ITS VA, VB, VVC, otras ITS

cuadros clinicos

Diagnéstico Examen en fresco con contraste de Criterios de Amsel, Nugent y
fases (x400), clasificacidn en 4 grados Hay-lson
(I, Na, b, 111)

Tratamiento Recomendaciones no claras. Se indica  Establecido. Se indica
el uso de corticoides, antisépticos, metronidazol o clindamicina
antiinflamatorios y/o antibidticos. oral.

Abreviaturas: VA, vaginosis aerobia; VB, vaginosis bacteriana; VVC, vulvovaginitis candidiasica, ITS,
infecciones de transmision sexual.

1.8.2. Vaginosis citolitica

La vaginosis citolitica es una condicién ginecoldgica poco conocida que a menudo se
confunde con infecciones vaginales comunes como la candidiasis o la VB debido a la similitud de
los sintomas, aunque su origen y tratamiento son completamente diferentes. Esta afeccién se
caracteriza por un desequilibrio en la microbiota vaginal, causado especificamente por una
proliferacién excesiva de Lactobacillus, provocando una acidificacién excesiva del pH vaginal
(menor de 4.5). Este ambiente extremadamente dacido causa la citdlisis, un proceso de
destruccién de las células epiteliales vaginales, que libera glucégeno, alimentando aiin mas a los

Lactobacillus y perpetuando el desequilibrio [100,101].

Los principales sintomas de esta condicién incluyen flujo vaginal blanco o amarillento de
consistencia espesa similar al de la candidiasis, prurito o ardor vaginal, y sensacion de irritacion
0 quemazon, especialmente después de las relaciones sexuales o la miccién. Una caracteristica
distintiva es la ausencia de mal olor en el flujo, lo que la diferencia de la VB. En algunos casos,
las pacientes también pueden experimentar dispareunia o dolor durante las relaciones sexuales

[101].

El diagndstico de la vaginosis citolitica se basa en criterios clinicos y de laboratorio. El
examen microscépico del flujo vaginal revela una abundancia de Lactobacillus, la presencia de
células epiteliales destruidas o citolizadas, y una disminucién o ausencia de leucocitos, lo que
permite descartar infecciones inflamatorias como la candidiasis o la tricomoniasis. El pH vaginal

es tipicamente mas acido de lo normal, menor a 4.5, lo que respalda el diagndstico [100,102].

El tratamiento de la vaginosis citolitica se enfoca en restaurar el equilibrio de la microbiota
vaginal y aliviar los sintomas asociados con la acidez excesiva. Las principales medidas incluyen
el uso de bicarbonato de sodio para neutralizar el pH acido y equilibrar el ambiente vaginal. Es

importante evitar los tratamientos antifingicos, ya que el uso de antimicéticos, frecuentemente
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recetados para la candidiasis, puede agravar la condicién al alterar aiin mas el equilibrio de la

microbiota vaginal [102].
1.8.3. Vulvovaginitis no infecciosas

La vulvovaginitis no infecciosa engloba diversas afecciones que, aunque menos conocidas,

son comunes y pueden ser causadas por factores no relacionados con infecciones.

Una de las causas mas frecuentes es la vaginitis atréfica, que se presenta principalmente en
mujeres posmenopausicas debido a la disminucidon de los niveles de estrégeno. Esta condicidon
provoca sequedad vaginal, adelgazamiento de las paredes vaginales y dolor durante las

relaciones sexuales, lo que afecta significativamente la calidad de vida de las pacientes [6,22].

Otra variante frecuente es la vaginitis inflamatoria inespecifica, causada por irritacion sin
una infeccién identificable. Factores como el uso de productos quimicos en jabones, duchas
vaginales o ropa ajustada pueden desencadenar esta afeccidn, cuyos sintomas incluyen ardor,

picazén y, en algunos casos, flujo vaginal anormal [103].

También puede presentarse la vaginitis alérgica, resultado de una reaccién alérgica a
sustancias como preservativos de latex, lubricantes o productos perfumados. De manera similar,
la vaginitis irritativa ocurre debido a la exposicion a agentes irritantes, como jabones fuertes o
duchas vaginales frecuentes. Ambas condiciones comparten sintomas caracteristicos, como

enrojecimiento, picazén y molestias vaginales [5].

El diagndstico de estas condiciones requiere una anamnesis detallada para identificar
posibles desencadenantes. Aunque los sintomas suelen ser similares para las distintas etiologias,
los mas comunes incluyen escozor, dolor perineal, disuria por contacto y, en raros casos, un
aumento de la secrecién vaginal. A menudo, las pacientes presentan una mayor afectacién de

la regién vulvar que de la vaginal [6,22].

El tratamiento se basa en evitar los agentes irritantes responsables y adoptar medidas para
aliviar los sintomas. En casos de inflamacidn significativa, se puede recurrir al uso de corticoides

tdpicos para reducir el malestar y facilitar la recuperacidon de los tejidos afectados [104].
1.8.4. Vaginitis por otros microorganismaos

Existen casos de vaginitis infecciosa causados por microorganismos poco comunes. Aunque
estas infecciones son raras, es fundamental considerarlas, especialmente en pacientes con
sintomas persistentes que no responden al tratamiento convencional o en aquellos con factores

de riesgo especificos.
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Entre los mds comunes se encuentran el Mycoplasma genitalium, un patégeno que puede
afectar tanto la vagina como el tracto urinario; y, el virus herpes simple, que puede provocar
lesiones dolorosas y ulceraciones vaginales que resultan en inflamacion significativa. Por otro
lado, infecciones bacterianas raras, como la actinomicosis, han sido asociadas con el uso

prolongado de DIU, generando un cuadro inflamatorio crénico [105].

En algunos casos, la vaginitis puede ser causada por parasitos diferentes a T. vaginalis, como
Enterobius vermicularis (lombriz intestinal), mas frecuente en nifias, que puede migrar hacia la

zona vaginal y causar irritacion significativa [106].
1.8.5. Enfermedades sistémicas

Las enfermedades sistémicas también pueden contribuir al desarrollo de vaginitis. Por
ejemplo, el sindrome de Sjogren, una enfermedad autoinmune que afecta las glandulas
mucosas, puede provocar sequedad vaginal severa, mientras que la diabetes mellitus
incrementa el riesgo de infecciones recurrentes, especialmente por hongos, y genera

alteraciones en la microbiota vaginal que predisponen a otras infecciones [34].
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2. JUSTIFICACION Y OBJETIVOS

La vaginitis afecta a un alto porcentaje de la poblacidn femenina, constituyéndose como una
de las causas mas frecuentes de consulta en Atencidn Primaria, Especializada y en los servicios
de Urgencias hospitalarias, lo que la posiciona como un importante problema de salud publica

a nivel mundial.

Las principales causas de vaginitis requieren una evaluacién clinica preliminar de la paciente,

complementada con diversas técnicas de laboratorio para alcanzar un diagndstico preciso.

Ante la necesidad de realizar un diagnéstico diferencial de los patdgenos responsables de
estas infecciones, las frecuentes recidivas, y las complicaciones ginecoldgicas y obstétricas
asociadas, los métodos moleculares como la PCR estdn cobrando un mayor interés. Estas
técnicas permiten la deteccidén simultdnea de multiples microorganismos y su cuantificacion,
ademas de ofrecer una alta sensibilidad y especificidad. Estas ventajas representan un avance
significativo en el diagndstico microbioldgico, asi como en el tratamiento y control de estas

infecciones.

Vircell S.L. (Granada, Espafia) es una empresa biotecnoldgica especializada en el desarrollo
y produccion de reactivos y pruebas para el diagndstico de enfermedades infecciosas humanas.
Sus métodos abarcan desde el cultivo celular tradicional hasta las tecnologias mas innovadoras
en biologia molecular. Una de sus lineas de trabajo incluye el desarrollo de tests de diagndstico

basados en PCR en tiempo real (QPCR).

En este contexto, se planted el disefio, desarrollo y validacidon de un test molecular basado
en la técnica de gPCR como alternativa a los métodos tradicionales. Este test pretende la
deteccion simultanea de los principales agentes causantes de VB, VVC y tricomoniasis, con el

propdsito de ofrecer un diagndstico rapido, preciso y eficaz para estas infecciones.

Para llevar a cabo este trabajo se plantearon los siguientes objetivos y subobjetivos

especificos:

Punto 1. Revision bibliogréfica, estudio microbioldgico y fisioldgico de la microbiota vaginal.
e Realizar una busqueda bibliografica relacionada con el proyecto de investigacién.
e Estudiar y comprender los microorganismos implicados en la vaginitis.

Punto 2. Planteamiento y disefio del test.

e Identificar los principales genes o dianas a detectar en base a su relevancia clinica.
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e Analizar bioinformaticamente las secuencias genéticas, realizando alineamientos
multiples para definir las regiones mas conservadas y que ofrezcan mayor sensibilidad y

especificidad diagndstica.

e Disefo del test de PCR: disefio de oligonucleétidos y sondas de hidrélisis tipo TagMan

para cada diana.
Punto 3. Optimizacion y validacion del test.

e Desarrollar y optimizar las condiciones de PCR: determinar el master mix, las
concentraciones dptimas de reaccién y de amplificacion.
e Definir y validar el método de extraccidon dptimo para el tipo de muestra a estudio.

e Establecer un algoritmo para la deteccién de VB.
Punto 4. Rendimiento analitico y clinico del test.

e Generar evidencia experimental y documental de que el método desarrollado cumple
con las normativas del sistema de calidad para su comercializacidn y uso clinico.

e Evaluar y demostrar la sensibilidad y especificidad analitica y diagndstica, repetibilidad
y reproducibilidad, inclusividad, especificidad y estabilidad del producto.

e Analizar el rendimiento clinico del test en un entorno hospitalario.
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3. MATERIALES Y METODOS

3.1. Seleccién de dianas genéticas y estudio del genoma

Se procede a la busqueda, en base a bibliografia y alineamientos de genomas, de las dianas
genéticas a utilizar para el diagndstico molecular de los microorganismos implicados en la
vaginitis. Para ello, se consultan guias como las publicadas por Sociedad Espafiola de
Enfermedades Infecciosas y Microbiologia Clinica (SEIMC), Centro Europeo para la Prevenciony

Control de Enfermedades (ECDC, European Centre for Disease Prevention and Control) y OMS.

Se utilizaron bases de datos y herramientas de libre acceso del Centro Nacional de
Informacidn Biotecnoldgica (NCBI, National Center for Biotechnology Information) y del Instituto
Europeo de Bioinformatica (EMBL-EBI, European Bioinformatics Institute) [107]. Para la

blusqueda de referencias se usé PubMed (https://pubmed.nchi.nim.nih.gov/) que comprende

mas de 30 millones de citas de literatura biomédica procedentes principalmente de la base de
datos MEDLINE. La busqueda de secuencias FASTA se realizé utilizando la herramienta BLASTn
(NCBI), (http://blast.nchi.nlm.nih.gov/Blast.cgi) [108]. El alineamiento de las secuencias se llevd

[109]

a cabo utilizando los programas Clustalw (EMBL-EBI)

(https://www.ebi.ac.uk/Tools/msa/clustalo/) y Jalview (https://www.jalview.org/).

3.2.  Secuencias de referencia

Se seleccionaron diversas secuencias depositadas en la base de datos NCBI, provenientes de
diferentes regiones y periodos de depdsito, con el objetivo de realizar un andlisis global y
representativo. En la Tabla 9 se muestran las secuencias de referencia utilizadas para cada

microorganismo depositadas en la base de datos Genoma del NCBI.

Tabla 9. Cepa, numero de referencia y secuencia de referencia de cada uno de los microorganismos
a estudio.

Microorganismo Cepa Ne referencia Referencia secuencia (RefSeq)
L. gasseri 2016 ASM43991v2 GCF_000439915.2
L. crispatus DC21.1 ASM976920v1 GCF_009769205.1
L. iners LI335 ASM955645v1 GCF_009556455.1
L. jensenii SNUV360 ASM193623v1 GCF_001936235.1
G. vaginalis UMBO0386 ASM286196v1 GCF_002861965.1
A. vaginae NCTC13935 58174_B01 GCF_900445305.1
T. vaginalis G3 NYU_TvagG3 2 GCF_026262505.1
C. albicans SC5314 ASM18296v3 GCF_000182965.3
C. glabrata CBS 138 ASM254v2 GCF_000002545.3
C. krusei CBS573 ASM305444v1 GCF_003054445.1
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Microorganismo Cepa N¢ referencia Referencia secuencia (RefSeq)
C. parapsilosis CDC317 ASM18276v2 GCF_000182765.1
C. tropicalis MYA-3404 ASM633v3 GCF_000006335.3
C. dubliniensis CD36 ASM2694v1 GCF_000026945.1

3.3.  Disefio de oligonucledtidos y sondas

Un oligonucledtido es una cadena corta de acidos nucleicos sintética, disefiada para unirse
de forma complementaria a una regidn especifica de acido desoxirribonucleico (ADN) o acido

ribonucleico (ARN). Por su disefio, los oligonucledtidos son esenciales en técnicas de biologia
molecular como la PCR y la qPCR.

Una sonda de hidrélisis TagMan es un tipo especializado de oligonucleétido disenado
especificamente para la deteccidn de secuencias diana de ADN durante la qPCR. Estas sondas
incorporan un fluoréforo unido covalentemente al extremo 5' y un desactivador de

fluorescencia (quencher) en el extremo 3'. La fluorescencia se emite Unicamente cuando el

fluordéforo y el quencher se separan durante la amplificacién.

Ademas, las sondas TagMan pueden estar marcadas con diferentes fluoréforos, lo que

permite su deteccidn en multiples longitudes de onda dentro del espectro visible (Figura 10).
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Figura 10. Espectro de emisién de los fluoréforos comunmente utilizados en qPCR.
La figura muestra la longitud de onda de absorcién y emisidn para cada canal, destacando los

fluoréforos mas frecuentemente empleados en esta técnica. Imagen adaptada del manual del
termociclador CFX96™ Real-Time PCR Detection System (Bio-Rad).

Las sondas TagMan LNA (LNA, Locked Nucleic Acid TagMan) son una variacion de las sondas

TagMan tradicionales, disefiadas para mejorar la especificidad y la sensibilidad en técnicas de

gPCR. Estas sondas incorporan nucleétidos modificados con enlaces bloqueados, denominados
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LNA, que aumentan la estabilidad del hibrido ADN-ARN y su afinidad por la cadena

complementaria.

Para el disefio de oligonucleétidos y sondas se emplearon los programas Clone Manager
Profesional Suite (versién 7.10) (Sci-Ed Software) y la aplicacion PrimerQuest de IDT (Integrated

DNA Technologies, Inc., Lowa, USA) (https://eu.idtdna.com/PrimerQuest/Home/Index) [110].

Para asegurar la completa homologia y especificidad de todo el disefio se usé la herramienta

BLASTn y la herramienta OligoAnalyzer de la web IDT (https://eu.idtdna.com/calc/analyzer).

Los oligonucledtidos y sondas empleadas en este trabajo han sido adquiridos en las
siguientes casas comerciales: IDT, Metabion international AG (Baviera, Alemania) y LGC

Standards (Middlesex, Reino unido).

3.3.1. Oligonucledtidos para la deteccién de las especies de Lactobacillus

Se realiz6 una revision bibliografica para identificar las especies de Lactobacillus mas
frecuentes en la microbiota vaginal mediante la técnica de gPCR. Con base en esta revision, se
disefaron y solicitaron oligonucleétidos especificos en el gen 16S para la identificacién de dichas
especies (Tabla 10). Se disefiaron una pareja de oligonucledtidos genérica y una pareja para cada

una de las siguientes especies: L. crispatus, L. jensenii, L. gaserriy L. iners.

Tabla 10. Oligonucleétidos para la identificacion de las especies mas frecuentes de Lactobacillus.

Oligonucleétido Secuencia

Lactobspp_16s_F 5’-ATGGAAGAACACCAGTGGCG-3’
Lactobspp_16s_R 5’-CAGCACTGAGAGGCGGAAAC-3’
Lac.cris-16s-F 5’-TCTTGACATCATGTGCCATTTGT-3’
Lac.cris-16s-R 5’-TGCACCACCTGTCTTAGC-3’
Ljens_16s_F 5-AAGTCGAGCGAGCTTGCCTATAGA-3’
Ljens_16s_R 5’-CTTCTTTCATGCGAAAGTAGC-3’
Liners_16s_F 5’-GTCTGCCTTGAAGATCGG-3’
Liners_16s_R 5’-ACAGTTGATAGGCATCATC-3’
Lgass_16s_F 5’-AGCGAGCTTGCCTAGATGAATTTG-3’
Lgass_16s_R 5’-TCTTTTAAACTCTAGACATGCGTC-3’

3.3.2. Oligonucleétidos y sondas del test

Se disefiaron varias parejas de oligonucledtidos y sondas TagMan con el objetivo de
seleccionar la que combinacidon que proporcionara la mejor sensibilidad y especificidad para

cada diana. Para el disefio se tuvieron en cuenta las siguientes especificaciones: andlisis de
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secuencias disponibles de diferentes origenes, representando los 5 continentes y momentos
diferentes de depdsito; oligonucledtidos de tamafio entre 18 y 24 pares de bases (pb); tamafio
del producto de PCR entre 100 y 500 pb; temperatura de melting para los oligonucleétidos entre

55y 65°C; y, temperatura de las sondas igual o superior a la de los oligonucledtidos.

Mediante andlisis in silico y validacidon experimental por gqPCR, se determinaron los
oligonucledtidos y sondas dptimos para la ampliacidon de cada diana. Las sondas TagMan estan
marcadas con fluoréforos distintos, lo que permite su identificacion individual (Tabla 11). Los

mismos criterios se aplicaron para el disefo de la diana correspondiente al control interno.

Para todas las dianas se disefiaron sondas TagMan, excepto para la diana de T. vaginalis,
para la cual se utilizd una sonda TagMan LNA, disefiada especificamente para mejorar la
sensibilidad y especificidad en la deteccidn de esta secuencia. En un principio, todas las sondas
se pidieron marcadas con el fluoréforo FAM, y una vez validada la funcionalidad de las mismas,

se pidieron marcadas con otro fluoréforo para su distincién por gPCR.

Tabla 11. Oligonucleétidos y sondas finales del test. Se detalla la informacién relevante de los
oligonucledtidos y sondas utilizadas en el test, incluyendo el nombre, el marcado de cada sonda, la
longitud en pares de bases de cada oligonucledtido/sonda, la temperatura de melting, y el tamafio
del fragmento amplificado.

G. vaginalis GVA16S_F - 18 60
GVA16s-R - 18 61 103
GVA16s-Pb FAM-BHQ1 28 68,1

A. vaginae Avag 16s_F2 - 20 61,7
Avag_16s_R2 - 22 61,9 121
Avag_16s_Pb2 C610-BHQ2 25 68,3

Lactobacillus spp. Lactspp_rplK_F2 - 20 57-61
Lactspp_rplK_R2 - 23 61-63 185
Lactspp_rplK_pb HEX-BHQ1 23 62

T. vaginalis TVA-G3HP.F2 - 22 60,9
TVA-G3HP.R2 - 20 60,2 71
TVA-G3HP-Pb1 Cy5-BHQ1 24 68,1

C. albicans/ C.alb-dub_ITS_F - 21 61,6-62,1

C. dubliniensis ITS_4R - 20 59,6
C.albicans_ITS_Pb4  C610-BHQ2 23 65,8 173-178
C.dub_ITS_Pb3 HEX-BHQ1 22 66,2

C. glabrata Cgla_ITS_F2 - 23 62,1
ITS_4R - 20 59,6 188
Cgla_ITS pb FAM-BHQ1 24 68
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C. krusei Ckru_ITS_F3 - 19 62,5
ITS_4R - 20 59,6 114
C.krusei_ITS_Pb2 Cy5-BHQ1 24 68,2

C. parapsilosis C.para_ITS_F - 23 60,7
ITS_4R - 20 59,6 130
C.para_ITS_Pb HEX-BHQ1 24 64,2

C. tropicalis C.trop_ITS_F2 - 23 60,2
ITS_4R - 20 59,6 125
C.trop_ITS_Pb2 HEX-BHQ1 20 64,4

ARNsa P humana H-RNAseP-50-F - 19 64,4
H-RNAseP-114-R - 20 66,2 65
HURNASE-Pb Q705-BHQ2 23 70

'El fluoréforo C610 es funcionalmente equivalente a Texas red, puesto que ambos presentan
caracteristicas similares en términos de longitud de onda de emisién y absorcion, lo que los hace
intercambiables.

2Se define un rango de Tm cuando la secuencia presenta bases degeneradas.

Abreviaturas: pb, pares de bases; Tm, temperatura melting.

3.3.3. Oligonucledtidos y sondas para la deteccion de Mobiluncus spp., Megasphaera
tipo 1y BVAB-2

Ademas de los mencionados previamente, se disefiaron y adquirieron varias parejas de

oligonucledtidos y sondas especificas para la deteccién de Mobiluncus spp. (M. curtisii y M.

mulieris), Megasphaera tipo 1y BVAB-2 (Tabla 12). Estos microorganismos fueron seleccionados

debido a su descripcion en la literatura cientifica como asociados a la VB, con el objetivo de

evaluar su inclusion en el test. Para probar la funcionalidad de estos oligonucleétidos y sondas,

se analizaron muestras clinicas positivas para VB, ya que no se disponia de cepas de referencia.

Tabla 12. Secuencias solicitadas de oligonucledtidos y sondas para la deteccién de Mobiluncus spp.,
Megasphaera tipo 1y BVAB-2.

Microorganismo Oligonucleétido/Sonda  Secuencia

Mobiluncus spp. Mob_spp_16s_F2 5’-CAGTACAGAGGGTTGCGATAC-3’
Mob_spp_16s_R2 5’-CGATTACTAGCGACTCCAACTT-3’
Mob_spp_16s_Pb2 5’-FAM-AAAGCTGGTCTCGGTTCGGATTGG- BHQ1-3’

Megasphaera sp Megal 16s_F 5’-GATGCCAACAGTATCCGTCCG-3’

tipo 1 Megal_16s R?! 5’-CCTCTCCGACACTCAAGTTCGA-3’
Megal_16s_pb 5’-FAM-ACAGACTTACCGAACCGCCT-BHQ1-3’
Megal 16s_F2 5’-GACGGATGCCAACAGTATCCGTCCG-3’
Megal_16s_R2 5’-AAGTTCGACAGTTTCCGTCCCCTC-3’
Megal 16s_pb2?! 5’-FAM-CCGTGGCTTTCTCTTACGGTAC- BHQ1-3’

BVAB-2! BVAB-2_16s_F1 5’-TTAACCTTGGGGTTCATTACAA-3’

BVAB-2_16s_R1
BVAB-2_16s_pbl

5’-GAATACTTATTGTGTTAACTGCGC-3'
5’-FAM-TCTCCAGCACTCAAGCTAAACAG- BHQ1-3’

!Las secuencias utilizadas para BVAB-2 fueron tomadas de Fredricks et al. (2009) [111].
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3.4. Cepas bacterianas, controles y plasmidos

Para verificar el disefio y optimizar las condiciones de la qPCR se han utilizado cultivos
crecidos in vitro, controles de ADN la linea AmpliRun® DNA/RNA Controls (Vircell S.L., Granada,

Espaia) y pldsmidos sintéticos.

Las cepas crecidas in vitro y sus caracteristicas se muestran en la Tabla 13. Estas cepas fueron
adquiridas de la coleccion “German Collection of Microorganisms and Cell Cultures GmbH”
(DSMZ, Leibniz Institute, Alemania). Todos los cultivos se crecieron en el laboratorio de
bioseguridad nivel 3 (BSL-3) de la empresa Vircell S.L. Posteriormente, las cepas se inactivaron
mediante tratamiento térmico a 96°C durante 30 minutos, garantizando condiciones seguras

para su manipulacién.

Tabla 13. Descripcidn de las cepas y condiciones de cultivo utilizados en este trabajo. Se detallan las
caracteristicas de las cepas empleadas, incluyendo las condiciones especificas de cultivo. Todos los
microorganismos estan clasificados como de nivel de riesgo Il, siguiendo las normativas de
bioseguridad correspondientes.

Agar
, Triptica/Soj , - Colonia t lucida,
A. vaginae 15829 LEL) 37°C 2-3 dias Anaerdbica oonia ra'ns'uu @
a o Agar planay diminuta
chocolate
Acar 2 dias o cuando el Colonias diminutas
G. vaginalis 4944 & 37°C crecimiento sea Anaerodbica b-hemoliticas en
garnerella
adecuado sangre humana
Agar Colonia blanca-
L. crispatus 20584 lactobacillu 37°C 2-3 dias Anaerdbica beige, cdncava y
s MRS con brillo
Agar Colonia blanca-
L. jensenii 20557 lactobacillu 37°C 2-3 dias Anaerdbica beige, concava y
s MRS con brillo
3 dias o cuando el Se observa el
T. vaginalis? - Medio LYI 37°C crecimiento este Anaerdbica .
trofozoito
entorno al 100%
2 dias o cuando el
. 3 Sabouraud . crecimiento de - .
C. albicans 3153 37°C . Aerdbica Colonia blanca
agar colonias sea
adecuado
2 dias o cuando Colonia lisa no
C. glabrata 11226 Sabouraud 30°C, 37°C efecto citopatico Aerdbica adherente de color
agar este entorno al blanco o cremosa
100% brillante
2 dias o cuando -
Sabouraud efecto citopatico Colonia lisa no
C. krusei 6128 30°C, 37°C P Aerdbica adherente de color
agar este entorno al

100%

blanco
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2 dias o cuando

e Colonia lisa no
Sabouraud efecto citopatico

C. dubliniensis 13268 30°C, 37°C Aerdbica adherente de color
agar este entorno al blanco
100%
2 dias o cuando o
Sabouraud efecto citopatico Colonia lisa no
C. parapsilosis 5784 30°C, 37°C P Aerdbica adherente de color
agar este entorno al blanco o cremosa
100%
2 dias o cuando Colonia lisa no
C. tropicalis 11953 Sabouraud 30°C, 37°C efecto citopatico Aerdbica adherente de color
agar este entorno al blanco con borde
100% micelar

LEl nimero DSM es un nimero de identificacidn asignado por la DSMZ Unico para cada cepa y sirve para
identificar de manera precisa microorganismos almacenados en esta coleccion.

2 Cepa clinica procedente del Instituto Valenciano de Microbiologia (Valencia, Espafia).

3 Numero NCPF (National Collection of Pathogenic Fungi).

Los controles AmpliRun® contienen el ADN gendmico completo, cuantificado (entre 10.000
y 20.000 copias/ul) y purificado del microorganismo especificado. Estos controles han sido
disenados para ser utilizados como controles positivos en técnicas de PCR convencionales o a

tiempo real. Los controles disponibles utilizados en este trabajo se muestran en la Tabla 14.

Tabla 14. Controles de ADN AmpliRun® utilizados en este trabajo.

Organismo Nombre Referencia Cepa Origen

G. vaginalis AMPLIRUN® GARDNERELLA DNA MBC108-R cepa 594 ATCC 14018

CONTROL (cepa tipo)

T. vaginalis AMPLIRUN® TRICHOMONAS DNA MBC079 Aislado N/A
CONTROL clinico

C. albicans AMPLIRUN® CANDIDA DNA MBCO010-R cepa 207 ATCC 36801
CONTROL serotipo A

Ademas, se adquirieron fragmentos de ADN sintéticos (gBlocks™) para cada una de las
dianas de la casa comercial IDT y un plasmido sintético para la diana ARNsa P humana de la casa
comercial Eurogentec (Bélgica, Europa), Tabla 15. Estos consisten en fragmentos de ADN de
doble cadena de hasta 3000 pb de longitud, disefiados para aplicaciones como investigacién de

anticuerpos y la edicidn del genoma mediada por CRISPR, controles de qPCR, entre otros.
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Tabla 15. Fragmentos de ADN (gBlocks™) y plasmidos sintéticos utilizados en este trabajo.

Nombre gblock/plasmido Proveedor
gblockGVA-gC IDT
gblockAVA-gC IDT
gblockLACT-gC IDT
gblockTV2-G3HP2 IDT
gblockCGLA-gC IDT
gblockCALB-gC IDT
gblockCKRU-gC IDT
gblockCPARA-gC IDT
RNAseP_pUC57 Eurogentec

3.5. Extraccion de acidos nucleicos

Para la extraccién de los dcidos nucleicos tanto de los cultivos como las muestras utilizadas
en este proyecto, se utilizaron diferentes test comerciales en conjunto con sus respectivos
equipos especializados (Figura 11). El proceso de extraccion, independientemente del método,

se basa en tres fases fundamentales: unién, lavado y elucidn.

1. Unidn: Durante esta fase, los acidos nucleicos presentes en la muestra se adhieren a
una matriz de silice, membrana o particulas magnéticas, facilitando su separacion del

resto de componentes celulares.

2. Lavado: Posteriormente, se realizan lavados sucesivos para eliminar impurezas y
contaminantes, como proteinas, lipidos y otros residuos que podrian interferir en

analisis posteriores.

3. Elucién: Finalmente, los acidos nucleicos purificados se recuperan mediante elucién en
un tampdn adecuado, obteniendo asi un ADN/ARN de alta pureza, listo para su uso en

aplicaciones posteriores.

Una vez obtenido el ADN purificado, los eluidos se conservaron a 2-8°C para un
almacenamiento temporal durante las primeras 48 horas. Para una conservacion a largo plazo,
las muestras se almacenaron a -20°C, garantizando su estabilidad y evitando la degradacion del

material genético.
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3.5.1. QlAamp® DNA Micro Kit (Qiagen)

Alinicio de este trabajo, se utilizo el kit QIAamp® DNA Micro Kit (Qiagen, Alemania, referencia
56304) para la extraccion de ADN a partir de cultivos (Figura 11-A). Este kit permite la
purificacién de acidos nucleicos mediante membranas de silice, a partir de diversos tipos de
muestras, como tejidos, hisopos, liquido cefalorraquideo, sangre, fluidos corporales y células.
Una ventaja clave es que no se requiere homogeneizacion mecdnica, ya que los tejidos se lisan
enzimaticamente, simplificando el proceso. El protocolo de extraccién manual tiene una

duracidn aproximada de 30 a 40 minutos, resultando en un volumen de eluido de 100 pl.
3.5.2. GXT NA Extraction Kit (Hain Lifescience)

Uno de los métodos de extraccion mas utilizados durante el disefio y optimizacién del test
fue el kit de extraccion GXT NA Extraction Kit (Hain Lifescience GmbH, Alemania, referencia
12.08.02) en el equipo GenoXtract® (Hain Lifescience GmbH, Alemania) (Figura 11-B). Este
equipo permite la extracciéon automdtica de 12 muestras simultdneamente. El protocolo de
extraccién se demora unos 45 minutos y requiere de 250 o 500ul de muestra. Se obtiene un
volumen de eluido de 100ypl. Este kit permite la extraccion de acidos nucleicos de varios tipos de
muestra y se basa en la tecnologia de "particulas magnéticas", la cual asegura una preparacion
de muestras de alta calidad y precision. Esta tecnologia facilita la separacion eficiente de los
acidos nucleicos gracias a la afinidad de las particulas magnéticas por el material genético, lo

que resulta en una mayor pureza y rendimiento de los eluidos obtenidos.
3.5.3. PCRBIO Rapid Extract Lysis Kit (PCRBIO)

El kit de extraccion PCRBIO Rapid Extract Lysis Kit (PCR Biosystems Inc., Reino Unido,
referencia PB15.11) se utiliz6 como un método manual alternativo que permite una extraccion
rapida y sin columna, obteniendo un ADN listo para PCR (Figura 11-C). Este kit contiene un
sistema de tampones de lisis y proteasa disefiado para la extraccién eficiente de ADN. La
extraccién se lleva a cabo en un unico tubo, lo que reduce significativamente el riesgo de

contaminacion y pérdida de muestra.

Para la extraccion, se utilizé un volumen de muestra de 70 ul de exudado vaginal, mezclada
con 20 pl de 5x PCRBIO Rapid Extract Buffer A (tampdn de lisis) y 10 ul de 10x PCRBIO Rapid
Extract Buffer B (tampdn con proteinasa). El protocolo de extraccion tiene una duracién de

aproximadamente 20 minutos, obteniéndose un volumen final de elucién de 1 ml (Tabla 16).
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Tabla 16. Etapas y proceso para la extraccion de ADN con el kit PCRBIO Rapid Extract Lysis Kit.

Etapa Proceso
1 Mezcla de la muestra con los tampones de extraccion
70 pl muestra
20 pl 5x PCRBIO Rapid Extract Buffer A
10 pl 10x PCRBIO Rapid Extract Buffer B

2 Incubacién 5 minutos a 75°C, vorteando la muestra al menos 2 veces durante la
incubacién

3 Incubar durante 10 minutos a 95°C para inactivar la proteinasa

4 Afiadir 900ul de agua desionizada grado molecular. Para muestras mucosas, se

recomienda centrifugar durante 2 minutos a 12.000 rpm al final del proceso. Descartar
el pellet y utilizar el sobrenadante para la PCR.

3.5.4. Optipure viral Nucleic Acid Extraction Kit (TANBead)

El kit OptiPure Viral Nucleic Acid Extraction Kit (Taiwan Advanced Nanotech Inc., TANBead,
Taiwan), con referencias M665A46 y M665546, se utilizd en el equipo Maelstrom™ 4800 (Taiwan
Advanced Nanotech Inc., TANBead, Taiwan) (Figura 11-D) para la evaluacidn funcional del test
interna y externa. Este kit de extraccidn, basado en nano-particulas magnéticas, permite aislar
y purificar automaticamente acidos nucleicos de diversas muestras, como hisopos, fluidos
corporales, suero, plasma, esputo, entre otras. No se requiere procesamiento previo, ya que las
muestras pueden afiadirse directamente al tampdn de lisis. El equipo Maelstrom™ 4800

automatiza las fases de lisis, lavado y elucién, optimizando la extraccién.

El protocolo tiene una duracién aproximada de 40 minutos y requiere 300 ul de muestra,

obteniéndose un volumen final de 80 pl de eluido listo para su uso en andlisis posteriores.

En este trabajo se evaluaron dos protocolos de extraccion. En primer lugar, se optimizo el
procedimiento utilizando el protocolo de extraccién recomendado en las instrucciones de uso
del producto. Posteriormente, se disefié y validd un método de extraccion simplificado,
orientado a mejorar la eficiencia del proceso. Este nuevo protocolo, con una duracion
aproximada de 20 minutos, mantiene los mismos pasos del protocolo original, pero reduce los
tiempos de incubacién en cada etapa y aumenta la velocidad de agitacidn para agilizar el proceso

sin comprometer la calidad de los resultados.
3.5.5. MagXtract® 3200 system

El procesador automatico MagXtract® 3200 (Chroma ATE Inc., Taiwan) es un sistema
completamente automatizado que integra todo el flujo de trabajo desde el procesamiento de la

muestra hasta la preparacion de mezcla de qPCR (Figura 11-E).
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El MagXtract® 3200 tiene la capacidad de procesar hasta 32 muestras en aproximadamente
60 minutos y utiliza los kits de extraccién de TANBead. Ademas, permite la trazabilidad de todo

el proceso minimizando los errores humanos.

Una vez puesto a punto el equipo, se validé para la automatizacién del proceso con muestras

de exudado vaginal y el test disefiado.

Figura 11. Kits de extraccién y procesadores. A, QlAamp® DNA Micro Kit (Qiagen); B, GXT NA
Extraction Kit y equipo GenoXtract® (Hain Lifescience GmbH); C, PCRBIO Rapid Extract Lysis Kit (PCR
Biosystems Inc.); D, OptiPure Viral Nucleic Acid Extraction Kit y equipo Maelstrom™ 4800 (TANBead);
E, equipo MagXtract® 3200 (Chroma ATE Inc.).

3.6. Técnicas de biologia molecular
3.6.1. PCR

La PCR es una técnica de laboratorio que permite la produccion (amplificacién) de un
segmento especifico de ADN. La PCR implica el uso de fragmentos cortos de ADN sintético, los
oligonucledtidos, para seleccionar un segmento del genoma que se amplificard, y luego
multiples repeticiones de sintesis de ADN para amplificar ese segmento. EI ADN se desnaturaliza
mediante calor permitiendo la unién de los oligonucledtidos a la secuencia complementaria. La
reaccion requiere de una enzima termoestable (Tag ADN polimerasa) para que tenga lugar la

extension y sintesis del ADN (Figura 12).

Este proceso se realiza en un equipo llamado termociclador, que permite calentar y enfriar
los tubos de reaccidn para controlar la temperatura necesaria para cada etapa de la reaccion.
Los reactivos necesarios para realizar la PCR son dNTPs, oligonucledtidos, iones divalentes, iones

monovalentes, solucién tampdn, Tag ADN polimerasa y el ADN molde.
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Figura 12. Proceso de la técnica de PCR. Tomada de la web del Instituto nacional de investigacion
del genoma humano htips://www.genome.qov/es/qenetics-glossary/Reacci%C3%B3n-en-
cadena-de-la-polimerasa-PCR

3.6.1.1. PCR atiempo real
Una versién avanzada es la qPCR. Ademas, de los oligonucleétidos y reactivos necesarios
para la amplificacidn, incluye el uso de sondas fluorescentes o sondas TagMan. Estas sondas
hibridan en una zona entre ambos oligonucledtidos y presenta una transferencia energética de
fluorescencia por resonancia (FRET) que permite monitorizar el proceso de amplificacion del
fragmento seleccionado a través de la medicidn de la fluorescencia emitida. Esta técnica se
puede utilizar para deteccion cualitativa (ausencia o presencia de amplificacién) o cuantitativa

(medir cantidad de un producto amplificado).

3.6.1.2. gPCR de colonias
Para la optimizacion de la deteccién de Candida fue necesario realizar una qPCR a partir de
colonias obtenidas por cultivo. Para ello, una vez desarrollado el cultivo, se seleccionaron una o
varias colonias de la placa y se inocularon en un tubo eppendorf estéril con 40 pul de agua estéril.

Esta suspension se utilizé directamente para la gPCR.

Para identificar si la colonia inoculada corresponde a una especie de Candida, se realizaron
PCR individuales con oligonucleétidos disefiados especificamente para la deteccion de C.
albicans y las especies Candida no albicans (C. parapsilosis, C. tropicalis y C. dubliniensis). Las
gPCR se llevaron a cabo utilizando el master mix FastGene 2x IC Green qPCR Universal Mix

(NIPPON Genetics EUROPE, Alemania), que contiene un agente intercalante para la deteccion
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de ADN. El volumen final de reaccién fue de 15 pl, compuesto por 11.4 ul de master mix,

oligonucledtidos a 0.3 uM y 3.6 ul de muestra.

Tabla 17. Programa de amplificacion utilizado para la gPCR de colonias.

Etapa Ciclos Temperatura Tiempo
Desnaturalizacion inicial 1 95°C 5 minutos
Amplificacion 40 95°C 5 segundos
60°C 20 segundos (lectura fluorescencia)
Curva de melting 1 55-95°C Incremento progresivo (0.5

°C/segundo) (lectura fluorescencia)

3.6.1.3. Termocicladores

Todo los ensayos durante el diseno y optimizacion del test fueron realizados en los
termocicladores CFX96™ Real-Time PCR Detection System (Bio-Rad Laboratories, Inc., California,
Estados Unidos) y QuantStudio™ 5 Real-Time PCR (Thermo Fisher Sicientific Inc. (Massachusetts,
Estados Unidos). Ademads, una vez finalizado el test, se validé en el termociclador Azure Cielo™
6 Real-Time PCR system (Azure biosystems Inc., California, Estados Unidos) (Figura 13). Los
termocicladores CFX96™ Real-Time PCR Detection System y QuantStudio™ 5 Real-Time PCR
contienen 5 canales de deteccion FAM, HEX/VIC, Texas Red/Rox, Cy5 y Quasar 705; el

termociclador Azure Cielo™ 6 Real-Time PCR system incluye un canal adicional, TAMRA.

Figura 13. Termocicladores utilizados para la realizacion de ensayos de gPCR. De izquierda a
derecha: CFX96™ Real-Time PCR Detection System, QuantStudio™ 5 Real-Time PCR y Azure
Cielo™ 6 Real-Time PCR system.

3.6.2. Cuantificacion de los cultivos

Una vez inactivados los cultivos, se procedié a realizar una cuantificacién estimada en
copias/ul para el ajuste de la sensibilidad del test. Para ello, se utilizaron dos métodos. La
concentracién de ambas especies de Lactobacillus y F. vaginae se determind mediante la

amplificacion y deteccion de la unidad minima amplificable (UMA), es decir, la cantidad minima
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de producto que puede generar un resultado positivo en un 60% de los resultados. Por otro lado,
la cuantificacién de las distintas especies de Candida, T. vaginalis y G. vaginalis se realizd
mediante la generacidén de una curva estandar utilizando los controles Amplirun® DNA/RNA

Controls definidos en la Tabla 14.

En ambos casos se realizaron tres extracciones del cultivo con el kit GXT NA Extraction Kit
obteniendo un volumen final de 300ul de eluido purificado. La cuantificacién se realizé por gPCR
con oligonucleédtidos especificos para cada microorganismo, un mix de Meridian Bioscience
(Londres, Reino Unido) y EvaGreen® Dye. En el caso de Candida, se emplearon oligonucledtidos
genéricos para la amplificacidn de todas las especies. El volumen final de reaccién fue de 20 pl,
compuesto por master mix a una concentracion de 1x, oligonucleétidos a 0.3 uM, EvaGreen®

Dye a 0.5x y 5 pl de muestra. El programa de amplificacién utilizado se define en la Tabla 18.

Se analizaron 10 diluciones seriadas del eluido obtenido. Para el método UMA, se evaluaron
seis réplicas de cada dilucion. En el caso de la curva estandar, se generé una recta de calibracién
utilizando cuatro diluciones seriadas de cada control, y se analizaron tres réplicas por cada

concentracién del control y dilucién del cultivo.

Tabla 18. Programa de amplificacion utilizado para la gPCR de cuantificacion de los cultivos.

Etapa Ciclos Temperatura Tiempo
Desnaturalizacién inicial 1 95°C 3 minutos
Amplificacion 40 95°C 15 segundos
58°C 45 segundos (lectura fluorescencia)
Curva de melting 1 55-95°C Incremento progresivo (0.5

°C/segundo) (lectura fluorescencia)

3.6.3. Secuenciacion por Sanger

En 1977, Frederick Sanger desarrollé un método de secuenciacion de ADN conocido como
el método de Sanger [112]. Este método se basa en la polimerizacion del ADN y en el uso de
dideoxinucleétidos, que carecen del grupo hidroxilo en el extremo 3’, lo que provoca la

terminacion de la sintesis de la cadena de ADN en puntos especificos.

Actualmente, la reaccidon de secuenciacién incorpora dideoxinucledtidos marcados con
fluordforos, permitiendo la deteccidon automatizada de las secuencias mediante electroforesis
capilar. El resultado de esta técnica se representa en un cromatograma, donde cada pico

corresponde a una base de la secuencia de ADN.

La técnica de secuenciacidn por el método de Sanger requiere varias etapas, descritas a

continuacion.
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3.6.3.1. Amplificacion por gPCR
El objetivo de esta primera etapa es la obtencidn de suficiente ADN para la reaccién de
secuenciacion. Con el objetivo de secuenciar muestras de Candida, se disefiaron dos
oligonucledtidos para amplificar toda la regidn del espaciador transcrito interno (ITSR, Internal
Transcribed Spacer Region) (Tabla 19). Con estos oligonucledtidos se obtiene un tamario entre
330y 360 pb dependiendo de la especie. Para ello, se realizé gPCR de las muestras a estudio con
el master mix del proveedor NIPPON Genetics EUROPE con las mismas condiciones descritas en

el apartado 3.6.1.2.

Tabla 19. Oligonucledtidos utilizados para la secuenciacién de Candida.

Cand_Fseq 5’-CAAYGGATCTCTTGGTTCTC-3’
Cand_Rseq 5’-TCCTCCGCTTATTGATATGC-3’

3.6.3.2. Andlisis por electroforesis en gel de agarosa

A continuacion, para comprobar la calidad y especificidad del fragmento amplificado, se
realizd una electroforesis en gel de Agarosa al 1% (SeaKem® LE Agarose, Lonza Bioscience, Suiza,
referencia 50004) en tampdn TAE 1X (Tris 40mM, acido acético 20mM y EDTA 1mM) y bromuro
de etidio (VWR Chemicals, Pensilvania, Estados Unidos, referencia X328-10ml) a una
concentracion final de 0.5 pg/ml. Para su visualizaciéon en el gel, el producto de PCR se mezcld
con tampodn de carga a proporcion 5:1 (v/v) y se utilizd un marcador de tamafio molecular de
100pb (100 bp DNA Ladder, Bioron, Dinamarca) para poder estimar el tamafio del fragmento de
ADN. La electroforesis se llevé a cabo durante 1 hora a 100V. El resultado se visualizé en un

transiluminador UV SERIE TCP-20.M (Biogen, Madrid).

3.6.3.3. Purificacion del fragmento de PCR
Antes de mandar a secuenciar el producto de PCR, es necesario la eliminacién de
contaminantes y componentes sobrantes de la reaccién, como cebadores y nucleétidos libres,

para garantizar la precision en la secuenciacion.

Se empled el kit de purificacién de acidos nucleicos NucleoSpin® Gel and PCR Clean-up
(Macherey-Nagel, Alemania, referencia 740609.50). Una vez purificado se prepard para enviar
al servicio de secuenciacién del Instituto de Parasitologia y Biomedicina “Lépez Neyra” (Granada,

Espafia) siguiendo las indicaciones del servicio.
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3.7. Otras técnicas

3.7.1. Cultivo en agar sangre

El cultivo en agar sangre bajo condiciones de anaerobiosis es una técnica utilizada en
microbiologia para el aislamiento y la identificacion de microorganismos, especialmente
aquellos que crecen en ambientes con baja o nula concentracidon de oxigeno, como algunas

levaduras y bacterias anaerobias [113].

Se utiliza un medio de agar sangre que contiene extracto de peptona, sangre (generalmente
de cordero al 5%), y otros nutrientes necesarios para el crecimiento de microorganismos. La
muestra, secrecion vaginal, se inocula en la superficie del agar sangre de forma estéril utilizando
un asa bacterioldgica. El cultivo se coloca en una estufa anaerdbica a temperatura de 35-37 °C

durante 48-72 horas para permitir el crecimiento de los microorganismos [113].

En condiciones anaerobias, C. albicans y otras levaduras pueden desarrollar colonias blancas
o beige, que a menudo presentan un aspecto cremoso en la superficie del agar. El hongo se
identifica mediante la observacidn microscépica de levaduras con forma de huevo y la formacion

de pseudohifas [113,114].

Para los cultivos realizados en este estudio, se empled el medio BD Columbia Agar with 5%
Sheep Blood (Becton Dickinson; referencia 254005). Para la siembra, se inocularon 100 pl de la
muestra de exudado vaginal sobre la superficie del agar y se distribuyeron mediante siembra

por extension utilizando un asa de Diralsky de cristal bajo condiciones estrictas de esterilidad.
3.7.2. Cultivo en agar Sabouraud Dextrose Chloramphenicol Agar

El Agar Sabouraud Dextrose Chloramphenicol (BioMérieux, ref. 43596) es un medio de cultivo
especializado para el aislamiento de hongos, incluidas levaduras como C. albicans. Este medio
se enriquece con dextrosa y tiene un pH bajo, lo que favorece el crecimiento de hongos y
levaduras al inhibir el desarrollo de bacterias. El cloranfenicol se agrega al medio para suprimir
el crecimiento bacteriano, permitiendo asi un aislamiento selectivo de hongos patégenos. En
este medio, las colonias de C. albicans suelen presentar un aspecto caracteristico: blancas,

cremosas y lisas [113,114].

En este caso, se llevaron a cabo dos tipos de siembra en funcion del estudio a realizar. Para
los ensayos que incluian una primera siembra en agar sangre, las colonias obtenidas de esta
siembra inicial fueron inoculadas mediante siembra por estria, utilizando un asa bacterioldgica,
con el objetivo de obtener colonias aisladas. Por otro lado, en los ensayos donde se analizd

directamente la muestra de exudado vaginal, se inocularon 100 ul de la muestra sobre la
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superficie del agar y se distribuyeron mediante siembra por estria, también utilizando un asa

bacterioldgica para obtener colonias aisladas bajo condiciones estrictas de esterilidad.

En ambos procedimientos, las placas se incubaron en una estufa a 37 °C durante 48 horas

para favorecer el crecimiento bacteriano.
3.7.3. Cultivo RPMI

El medio RPMI (Roswell Park Memorial Institute) es un medio de cultivo ampliamente
utilizado en microbiologia y biologia celular, especialmente para el crecimiento y estudio de
microorganismos y células eucariotas. En el caso de C. albicans, el medio RPMI suplementado
con un 10% de suero fetal bovino es ideal para inducir y observar la formacién de estructuras
especializadas como microgemas y filamentos (hifas o pseudohifas), que son caracteristicas de

su virulencia y capacidad de adaptacién [114].

Se utilizé el medio RPMI-1640 (Sigma-Aldrich, Misuri, Estados Unidos) como base para el
procedimiento. Una colonia obtenida de la siembra fue transferida a 10 mL de medio RPMI-1640
suplementado con un 10% de suero fetal bovino. La mezcla fue incubada a 37 °C durante un
periodo de 2-3 horas, proporcionando las condiciones necesarias para el desarrollo y estudio de

estructuras caracteristicas de C. albicans.
3.7.4. Tincion de Gram

La tincion de Gram es una de las técnicas de tincidn mas utilizadas en microbiologia para
clasificar bacterias en dos grandes grupos: Gram-positivas y Gram-negativas. Fue desarrollada
por el bacteriélogo danés Hans Christian Gram en 1884, y se utiliza para diferenciar bacterias en
funcién de las propiedades fisicas y quimicas de sus paredes celulares, Gram-positivas

(purpuras) y Gram-negativas (rosas). Procedimiento:

Preparar un frotis bacteriano y fijarlo con calor.
Aplicar violeta cristal (colorante primario).
Anadir lugol (mordiente).

Decolorar con alcohol-acetona.

Tefiir con safranina (colorante de contraste).

AN L A

Observar bajo el microscopio utilizando el objetivo de inmersién (100x).

El método mas utilizado para evaluar la tincidn de Gram en muestras vaginales para el

diagndstico de VB es el indice de Nugent, descrito en el apartado 1.4.1 [64].
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Ademas del diagndstico de VB, la tincién de Gram también permite la identificacién de otros
patdgenos vaginales en el mismo frotis. Las levaduras (como C. albicans) se observan como
células ovaladas o esféricas que pueden aparecer en forma de gemacién o con presencia de
pseudohifas. Los diplococos Gram-negativos pueden ser indicativos de N. gonorrhoeae, el

agente causante de la gonorrea [22,50].
3.7.5. Cultivo en medio Roiron

El cultivo en medio Roiron es una técnica de diagndstico utilizada para detectar la presencia
del parasito T. vaginalis. Este método se basa en la observacién al microscopio para identificar
pardsitos moviles, caracterizados por su movimiento distintivo generado por los flagelos
[50,115]. El medio Roiron es altamente selectivo, lo que minimiza la contaminacion por bacterias

y hongos, y favorece el crecimiento de T. vaginalis. Composicién del medio Roiron:

1. Extracto de carne y péptidos: Proporcionan los nutrientes esenciales necesarios
para el desarrollo del parasito.

2. Suero (como suero bovino): Favorece el crecimiento de los protozoarios.

3. Antibidticos (opcional): Ayudan a inhibir el crecimiento bacteriano, permitiendo que

T. vaginalis prospere en condiciones dptimas.

En este estudio, se utilizd el medio Roiron de la casa comercial Becton Dickinson. El
procedimiento consistié en introducir un hisopo directamente en un tubo que contenia 500 pl
de medio Roiron. Las muestras se mantuvieron en condiciones anaerébicas e incubaron a 37 °C

durante 48 horas.

3.8. Mastex mix

Para los ensayos de optimizacion del test qPCR se han utilizado reactivos comerciales de los
siguientes proveedores: Quantabio (Beverly, Estados Unidos), Promega (Wisconsin, Estados

Unidos), Apto-Gen (Londres, Reino Unido) y Meridian Bioscience.

En la Tabla 20, se muestran los reactivos utilizados de cada proveedor. Todos contienen Taq
polimera “hot start”, minimizando la amplificacidn inespecifica y la formacién de dimeros de

cebadores durante el proceso de amplificacién.
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Tabla 20. Master mixes utilizados para los ensayos de optimizacidn del test.

Promega GoTaq® MDx Hot Start Polymerase
New England Biolabs Lunascript® RT supermix Kit
Apto-Gen Lyo PCR Master Mix (MM1)

Meridian Bioscience Lyo-ready One-step RT-gPCR mix (MM2)

Lyo-ready qPCR Mix (MM3)
Lyo-ready dUTP 1-Step RT-gPCR virus mix (MM4)

Para los ensayos realizados en la comparacidén de master mixes, se prepararon tres muestras
positivas. Ademads, se utilizd el control positivo del equipo, ya que contiene todas las dianas
necesarias para comprobar la amplificacion de las mismas. Las muestras se formularon
utilizando cultivos cuantificados a una concentracion cercana al limite de deteccion del equipo,
entre 5y 20 cp/ul, con el objetivo de evaluar el rendimiento en condiciones de dilucién limite.

La composicidn de las tres muestras utilizadas se detalla en la Tabla 21.

Tabla 21. Composicién y concentracién de las muestras utilizadas en los estudios de comparacion de

master mixes.

M1 G. vaginae Cultivo cuantificado 5 copias/ul
A. vaginae Cultivo cuantificado 10 copias/ul
C. dubliniensis Cultivo cuantificado 5 copias/ul
C. krusei Cultivo cuantificado 20 copias/pl
ARNsa P humana RNAseP_pUC57 5 x 107 ng/pl

M2 C. glabrata Cultivo cuantificado 10 copias/ul
C. parapsilosis Cultivo cuantificado 10 copias/pul
C. albicans Cultivo cuantificado 20 copias/pl
T. vaginalis Cultivo cuantificado 5 copias/ul
ARNsa P humana RNAseP_pUC57 5x 10 ng/ul

M3 L. crispatus Cultivo cuantificado 10 copias/pl
C. tropicalis Cultivo cuantificado 5 copias/ul
ARNsa P humana RNAseP_pUC57 5x 107 ng/pl

3.9. Liofilizacién de la mezcla de qPCR y el control positivo

Con el objetivo de mejorar la conservacion del producto y facilitar su uso, se optimizé la

mezcla de gPCR y el control positivo en formato liofilizado.

Para definir las condiciones dptimas de liofilizacién, se probaron varios protocolos y

diferentes voliumenes de reaccién hasta alcanzar el resultado deseado. Asimismo, se evalud la

concentracién adecuada de adyuvantes para obtener una pastilla compacta y homogénea.
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Todos los ensayos de liofilizacidon se llevaron a cabo utilizando el equipo LyoLab+ de la empresa

Coolvacuum TECHNOLOGIES, SL (Barcelona, Espafia).

La liofilizacion de la mezcla de gPCR se optimizé para un volumen final de reaccién de 25 pl,
conteniendo un 0,2% de un reactivo adyuvante en tubos de PCR de 0.2 ml. El control positivo se
ajustod a un volumen final de 100 ul en tubos de 0.5 ml, en el que se incorporaron dos reactivos

adyuvantes en concentraciones de 9% y 1%, respectivamente (Figura 14).

Figura 14. Viales del control positivo liofilizado (izquierda) y la mezcla de gPCR liofilizada (derecha).

3.10. Medios de recogida

A lo largo del desarrollo de este trabajo, se analizaron muestras de exudado vaginal
recolectadas en diferentes medios de transporte que garantizan la recogida, transporte y
conservacién adecuada de las mismas. Se emplearon medios de transporte especialmente
formulados para muestras microbioldgicas, capaces de mantener la viabilidad de bacterias
aerobias, anaerobias facultativas y anaerobias estrictas. Estos medios aseguran la integridad de
las muestras desde su recoleccién hasta su procesamiento en el laboratorio, minimizando el

riesgo de pérdida de viabilidad de los microorganismos presentes.
3.10.1. Medios solidos

Se utilizdé el medio Transystem™ Amies Agar Gel (Copan Diagnostics Inc.) para recogida y

conservacion de muestras para posterior analisis por tincién de Gram y cultivo.
3.10.2. Medios liquidos
Para el analisis mediante técnicas moleculares, se emplearon los siguientes medios liquidos:

a. ESwab® liquid amies medium (Copan Diagnostics Inc.): medio ampliamente utilizado
que garantiza la viabilidad de una variedad de microorganismos, ideal para aplicaciones

moleculares. Es una modificacién del medio de transporte Amies tradicional.
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Deltaswab Amies (Deltalab): medio clasico de transporte disefiado para la recogida de
muestras microbioldgicas, manteniendo la viabilidad de bacterias tanto aerobias como
anaerobias facultativas. Es una modificacion del medio de transporte Amies tradicional.
DeltaSwab ViCUM® (Deltalab): especialmente indicado para la recogida y transporte de
muestras que contienen microorganismos especificos como virus, Chlamydia,
Ureaplasma y/o Mycoplasma. Este medio incluye una soluciéon tampdn que mantiene el
pH déptimo para la preservacién de virus y microorganismos intracelulares sensibles,
asegurando una conservacién adecuada para posteriores andlisis moleculares.
Aptima® Specimen Collection Medium (Hologic, Massachusetts, Estados Unidos): medio
de transporte especializado y optimizado para técnicas moleculares, utilizado
frecuentemente en andlisis clinicos avanzados. Contiene agentes antimicrobianos para
minimizar la contaminacion de la muestra por microorganismos no deseados,
asegurando la calidad del analisis molecular.

Vircell Transport Medium (Vircell SL, ref. TM003): medio versatil, valido para diferentes
tipos de muestras, microorganismos y métodos de diagndstico. El medio utilizado
contiene Hank's Balanced Salt Solution con HEPES como tampdn, gelatina, BSA

(albumina sérica bovina), sacarosa y antibioticos.

Test NAATs comerciales

En este estudio se emplearon los siguientes test comerciales basados en NAATs para el

analisis de muestras clinicas en el sitio de referencia, muestras artificiales generadas in situ y la

para la resolucién de discrepancias.

BIOGX Candida albicans, Candida glabrata, Candida krusei, Trichomonas vaginalis
Open System PCR Reagents (BioGX, Alabama, Estados Unidos), referencia 450-035-
LMP. Este test permite la deteccién de C. albicans, C. glabrata, C. kruseiy T. vaginalis en
muestras de exudado recogidas en medio de transporte universal (UTM, Universal
transport medium) o en medio de citologia. Tiene como dianas la ITSR para Candida y
una regién conservada de los genes T. vaginalis-specific 2-kb repeated sequence para T.
vaginalis.

Candidosis Real-TM Quant (Sacace Biotechnologies, Italia), referencia F5-100FRT. Este
test detecta C. albicans, C. glabrata, C. krusei, C. parapsilosis y C. tropicalis en muestras

clinicas humanas, como exudados recogidos en medio de transporte y orina.
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3. GeneProof Trichomonas vaginalis PCR Kit (GeneProof as, Republica Checa), referencia
TV/GP/025. Test para identificar T. vaginalis en muestras de exudado en medio de
transporte UTM® Viral Transport y eNAT™ (COPAN Diagnostics Inc.) y en orina.
Disefiado para la deteccion del gen B-tubulina. Compatible con varios termocicladores.

4. Allplex™ STI Essential Assay (Seegene Inc., Seul, Corea del Sur), referencia SD9801X.
Este ensayo de qPCR multiplex permite la deteccion de C. trachomatis, N. gonorrhoeae,
M. genitalium, M. hominis, U. urealyticum, U. parvum y T. vaginalis. Validado para
muestras de exudado genital, orina y recogidas en medio de citologia.

5. Allplex™ Vaginitis Screening Assay (Seegene Inc.), referencia SD9750X. Este test de
gPCR multiplex permite la deteccién de los principales patdgenos relacionadas con la
vaginitis y proporciona una clasificacidon de la microbiota en normal, intermedia, VB y
normal* (ausencia de Lactobacillus y bacterias anaerobias). Esta clasificacion de la
microbiota se basa en la deteccidn cuantitativa de A. vaginae, G. vaginalis, Lactobacillus
spp. (L. crispatus, L. gasseri y L. jensenii) y cualitativa de Mobiluncus spp. (M. mulieris,
M. curtisii). Ademas, incluye la deteccién de C. albicans, especies Candida no albicans
(donde se incluyen C. krusei, C. glabrata, C. dublinensis, C. parapsilosis, C tropicalis, C.
lusitaniae) y T. vaginalis. Este test ha sido validado para muestras de exudado genital y

recogidas en medio de citologia.

3.12. Muestras clinicas

Las muestras clinicas, tanto positivas como negativas, utilizadas para la optimizacion y
validacién del test para el cumpliendo con los requisitos del reglamento para dispositivos de
diagnéstico in vitro de la Unidn Europea, fueron cedidas por diversos hospitales nacionales: el
Hospital Universitario Valle de Hebron (Barcelona, Espafia), el Hospital Universitario Lozano

Blesa (Zaragoza, Espafia) y el Hospital Universitario Virgen de las Nieves (Granada, Espafia).

Las muestras fueron procesadas y analizadas utilizando los métodos de rutina establecidos
en cada hospital para el diagndstico de VB, VVC, tricomoniasis y, en algunos casos, ITS.
Posteriormente, el remanente de estas muestras, debidamente anonimizadas para garantizar la
confidencialidad, fue cedido a la empresa Vircell S.L. para su utilizacién para fines de

investigacion.
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3.12.1. Hospital Universitario Vall d’"Hebron

Las muestras recogidas para el diagndstico de VB y VVC se transportaron en el medio
Deltaswab Amies, mientras que aquellas solicitadas especificamente para el diagndstico de ITS

fueron recolectadas en el medio DeltaSwab ViCUM®.

Grupo 1

Se recogieron 200 muestras clasificadas como microbiota normal o VB mediante tincién de
Gram, aplicando el criterio de Nugent. Con este método 94 muestras fueron clasificadas como
microbiota normal y 100 como VB. Todas las muestras fueron evaluadas para Candida mediante
cultivo en medio BBL Sabouraud Dextrose Agar (Becton Dickinson). Ademds, 172 de estas
muestras fueron analizadas para T. vaginalis mediante cultivo en medio Roiron (Condalab,

Madrid, Espafia). En todos los casos se obtuvo un resultado negativo para Candida y T. vaginalis.

Para los analisis por gPCR, el ADN fue extraido utilizando el kit STARMag 96 x 4 Universal

Cartridge Kit (Seegene Inc.).

Grupo 2

Se suministraron 20 muestras recogidas en paralelo en medio Deltaswab Amies y DeltaSwab
ViICUME®. Estas muestras fueron caracterizadas como microbiota normal o VB mediante tincidn
de Gram, aplicando el criterio de Nugent; para Candida mediante cultivo en medio BBL
Sabouraud Dextrose Agar confirmadas por andlisis con MALDI-TOF MS (Bruker, Massachusetts,
Estados Unidos); y, para T. vaginalis fueron analizadas con el test Allplex™ STI Essential Assay.

La composicidn para cada muestra se detalla en la Tabla 22.

Tabla 22. Muestras y composicion determinada con cada método en el andlisis de rutina realizado
en el servicio de microbiologia del hospital universitario Vall d’"Hebron.

N2 muestra  Gram-Nugent y Hay-Ison  Cultivo y MALDI-TOF MS  Allplex™ STI Essential Assay

Muestra 1 Microbiota normal C. albicans
Muestra 2 Microbiota normal C. albicans
Muestra 3 VB T. vaginalis
Muestra 4 VB C. albicans
Muestra 5 VB C. albicans
Muestra 6 Microbiota normal C. albicans
Muestra 7 VB C. albicans
Muestra 8 VB T. vaginalis
Muestra 9 VB T. vaginalis
Muestra 10 VB C. albicans
Muestra 11 VB C. albicans
Muestra 12 Microbiota normal C. albicans
Muestra 13 VB T. vaginalis
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N2 muestra  Gram-Nugent y Hay-lson  Cultivo y MALDI-TOF MS  Allplex™ STI Essential Assay

Muestra 14 Microbiota normal C. albicans y C. glabrata
Muestra 15 Microbiota normal C. albicans
Muestra 16 Microbiota normal C. albicans
Muestra 17 Microbiota normal C. albicans
Muestra 18 Microbiota normal C. albicans
Muestra 19 VB C. glabrata
Muestra 20 VB C. albicans

Abreviaturas: VB, vaginosis bacteriana.

Grupo 3
Se recopilaron 32 muestras positivas, 14 muestras positivas para T. vaginalis, 15 para C.
albicans y 3 para C. glabrata, caracterizadas por cultivo e identificada la especie de Candida por

MALDI-TOF MS.

Grupo 4
Se incluyeron 26 muestras positivas para C. glabrata, 6 muestras positivas para C. kruseiy 7
muestras positivas para Candida no albicans, todas ellas diagnosticadas mediante cultivo y

confirmadas por MALDI-TOF MS.
3.12.2. Hospital Universitario Lozano Blesa

Se recopilaron un total de 28 muestras positivas para C. albicans, 18 muestras positivas para
C. glabrata, 14 muestras positivas para C. krusei y 2 muestras positivas para Candida no albicans,
todas detectadas mediante cultivo en BBL Sabouraud Dextrose Agar (Becton Dickinson) y
confirmadas por analisis con MALDI-TOF MS (Bruker). Estas muestras fueron recogidas en medio

ESwab® liquid amies medium.

Adicionalmente, se identificaron 40 muestras positivas para T. vaginalis mediante cultivo en

medio Roiron (Condalab).
3.12.3. Hospital Universitario Virgen de las Nieves

Del hospital Universitario Virgen de las Nieves se cedieron los siguientes grupos de muestras

recogidas en medio medio ESwab® liquid amies medium:

Grupo 1

Para la optimizacion del disefio de la diana para la deteccién de Candida, se recopilaron 20
muestras positivas caracterizadas con el test Allplex™ Vaginitis Screening Assay, de las cuales
11 muestras positivas para C. albicans, 5 muestras positivas para Candida no albicans y 4

muestras positivas para C. albicans y Candida no albicans.
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Grupo 2
Se recogieron 13 muestras positivas para T. vaginalis, 8 muestras positivas para C. glabrata,
50 muestras positivas para C. albicans, 3 muestras positivas para C. krusei y 4 muestras positivas

para Candida no albicans. Todas diagnosticadas con el test Allplex™ Vaginitis Screening Assay.

Grupo 3

Se seleccionaron 72 muestras de exudado vaginal previamente caracterizadas por el test
Allplex™ Vaginitis Screening Assay para la validacion de los equipos Maelstrom™ 4800 equipo
MagXtract® 3200 system. De estas 72 muestras, 2 se descartaron por volumen insuficiente para
ser procesadas por ambos equipos. Se seleccionaron 36 muestras interpretadas como VB, 34
como microbiota normal, 44 positivas para varias especies dentro del género Candida y 9

positivas para T. vaginalis.

3.13. Conservacion de las muestras y del ADN purificado

Para la conservacion de muestras y ADN purificado, se siguieron las directrices de la guia
elaborada por el Clinical Laboratory Standards Institute (CLSl), Collection, Transport,

Preparation, and Storage of Specimens for Molecular Methods (CLSI| MM13-A) [80].

Segun la guia CLSI MM13-A, el ADN obtenido a partir de muestras de exudado vaginal o
endocervical es estable hasta 10 dias a temperaturas de 2-8 °C. Para la conservacién a largo
plazo del ADN purificado o de las muestras, se requiere congelacién a temperaturas inferiores a

-70 °C, y se recomienda evitar congelaciones y descongelaciones repetidas.

En este trabajo, las muestras se almacenaron a 2-8 °C durante un maximo de 4 dias. Para la
conservacion a largo plazo, se congelaron en un ultracongelador a -80 °C. En todos los casos, se
prepararon varias alicuotas de trabajo para minimizar el riesgo de congelaciones y

descongelaciones repetidas.

3.14. Evaluacioén funcional interna

Se realizé una evaluaciéon funcional interna del test con el objetivo de demostrar la validez
cientifica y el desempefio analitico y clinico del método, conforme al Reglamento (UE) 2017/746
del Parlamento Europeo y del Consejo sobre los productos sanitarios para diagndstico in vitro
(IVD), con el objetivo de obtener la certificacién CE. Los productos IVD comercializados en la
Unidn Europea deben contar con el marcado CE, que certifica que el dispositivo cumple con los

requisitos de calidad y puede ser comercializado legalmente en la regidn.
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El reglamento establece los pardmetros que deben analizarse para verificar el correcto
funcionamiento del test, dependiendo del método utilizado. Para definir los ensayos a realizar,
se recomienda la aplicacidn de guias proporcionadas por organismos oficiales como el CLSI o la
FDA, entre otros. El centro CLSI desarrolla guias detalladas para la validacion de métodos
analiticos, incluyendo protocolos exhaustivos que son comunmente empleados por los
fabricantes de reactivos. Ademas, existen guias de verificacién con protocolos accesibles que

pueden ser implementados en laboratorios de rutina.

En este test, se definieron los métodos para evaluar los siguientes pardmetros: limite de
deteccion del método (LoD), precision, sensibilidad y especificidad diagndstica, reactividad

cruzada, inclusividad y estabilidad.

Para la definicidn de los ensayos se utilizaron varias guias CLSI [80,116—123] y otras guias

publicadas especificamente para la validacién de métodos de qPCR [124,125].

Todas las muestras fueron extraidas utilizando el kit de extraccién OptiPure Viral Nucleic Acid
Extraction Kit en el equipo Maelstrom™ 4800, y analizadas en el termociclador CFX96™ Real-

Time System.
3.14.1. Limite de deteccidn

El objetivo de este pardmetro es determinar la concentracién menor del analito que puede

ser detectada consistentemente con un 95% de confianza.

Para la determinacién de este parametro se utilizaron cultivos cuantificados (apartado

4.33.4) inoculados en una matriz artificial negativa que simula una muestra vaginal.

En primer lugar, se realizé una estimacidon con 3 diluciones seriadas de la muestra a 3
concentraciones, analizandose 5 réplicas por concentracién. Una vez estimada la concentracion
se testaron 3 diluciones seriadas a 3 concentraciones, 20 réplicas por concentracion. El LoD se

corresponde con la concentracion en la que 19/20 (95%) réplicas son positivas.
3.14.2. Precision

Este pardmetro permite evaluar la repetitividad y reproducibilidad del ensayo. A través de
este analisis, se determina la precisién:
e Precisidn intra-ensayo: variabilidad entre réplicas dentro del mismo ensayo.
e Precision inter-ensayo: variabilidad entre ensayos diferentes realizados en las mismas
condiciones.
e Precision entre dias: variabilidad en los resultados obtenidos en dias diferentes.

e Precisidn entre equipos: variabilidad entre ensayos realizados en diferentes equipos.
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Para su evaluacién, se analizaron dos muestras positivas (Tabla 23) correspondientes a todas

las dianas durante un periodo de veinte dias, realizando dos réplicas por muestra en dos

termocicladores diferentes. En el caso de la diana Candida spp., debido a su capacidad para

detectar multiples especies, la precision fue evaluada Unicamente utilizando una de ellas. En

cada ensayo se incluyeron controles positivos y negativos del test para garantizar la validez de

los resultados.

Para garantizar la precision, se establecieron las siguientes especificaciones. Las muestras

positivas y los controles positivos deben amplificar con un coeficiente de variacion (CV) igual o

inferior al 10% (CV < 10%), lo que asegura la consistencia en la amplificacidn y la confiabilidad

de los resultados positivos. Por otro lado, las muestras y controles negativos deben arrojar un

resultado negativo de amplificacidn, validando asi la ausencia de seiales inespecificas y

garantizando la especificidad.

Tabla 23. Composicion y concentracidn de las muestras utilizadas para el ensayo de precision.

Muestra 1

Muestra 2

G. vaginae

A. vaginae

C. krusei

C. glabrata

C. parapsilosis

C. albicans

T. vaginalis

L. crispatus
ARNsa P humana
G. vaginae

A. vaginae

C. krusei

C. glabrata

C. parapsilosis

C. albicans

T. vaginalis

L. crispatus
ARNsa P humana

Cultivo cuantificado
Cultivo cuantificado
Cultivo cuantificado
Cultivo cuantificado
Cultivo cuantificado
Cultivo cuantificado
Cultivo cuantificado
Cultivo cuantificado
RNAseP_pUC57

Cultivo cuantificado
Cultivo cuantificado
Cultivo cuantificado
Cultivo cuantificado
Cultivo cuantificado
Cultivo cuantificado
Cultivo cuantificado
Cultivo cuantificado
RNAseP_pUC57

3.14.3. Reactividad cruzada, especificidad analitica

100 copias/ul
100 copias/ul
100 copias/ul
100 copias/ul
100 copias/ul
100 copias/ul
100 copias/ul
100 copias/ul
5x10° ng/ul
10 copias/ul
10 copias/pl
10 copias/ul
10 copias/pl
10 copias/ul
10 copias/pl
10 copias/ul
10 copias/pl
5x10% ng/ul

El analisis de este parametro permite determinar la especificidad analitica o reactividad

cruzada del test frente a microorganismos relacionados taxonémica y/o sindrémicamente con

el tipo de muestra o infeccién (Tabla 24). La deteccidén de amplificacion positiva en alguna de las

dianas del test se interpreta como un indicador de reactividad cruzada.
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Cuando no fue posible realizar el analisis in situ, la presencia de reactividad cruzada se evalud
mediante un analisis in silico (Tabla 25). Este procedimiento calculé el porcentaje de homologia
de los oligonucleétidos/sondas para cada diana utilizando la herramienta BLAST. Se considerd
que podia haber reactividad cruzada cuando el porcentaje de homologia era igual o superior al

80%.

En los casos en que no se disponia de controles AmpliRun®, se emplearon cultivos crecidos
en el laboratorio de BSL-3 de la empresa Vircell S.L. Estos cultivos fueron evaluados a una

concentracion superior a 1 x 108 UFC/ml (unidades formadoras de colonias por mililitro).

Tabla 24. Microorganismos analizados in situ relacionados taxondmica y/o sindrémicamente con el
tipo de muestra o infeccion.

Tipo Organismo Referencia Origen

Virus Adenovirus MBC001 ATCCVR1
Virus Cytomegalovirus MBC016 ATCC VR-538
Virus Enterovirus 68 MBC125 ATCC VR-1197
Virus Epstein-barr virus MBC065 ATCC HTB-62
Virus Virus herpes simple tipo 1 MBC023 ATCC VR-539
Virus Virus herpes simple tipo 2 MBC024 ATCC VR-540
Virus Virus herpes simple tipo 6 MBC025 Aislado clinico
Virus Virus del papilloma humano subtipo 16 MBC067 ATCC CRL-1550
Virus Virus del papilloma humano subtipo 18 MBC068 ATCC CCL-2.2
Virus Virus varicela-zéster MBC048 ATCC VR-1367
Bacterias | Bacillus cereus MBCO004 ATCC 14579
Bacterias | Campylobacter jejuni MBC088 ATCC 33291
Bacterias = Chlamydia trachomatis MBC012 ATCC VR-902B
Bacterias | Clostridium perfringens Cultivo celular ~ NCTC 8237
Bacterias | Enterococcus faecalis (vanB) MBC115 ATCC 51299
Bacterias | Enterococcus faecium (vanA) MBC116 DSM 17050
Bacterias  Enterobacter cloacae Cultivo celular  DSM 300054
Bacterias | Escherichia coli MBC121 DSM 10974
Bacterias = Haemophilus ducreyi MBC021 ATCC 33940
Bacterias = Haemopbhilus influenzae MBC020 ATCC 33533
Bacterias | Klebsiella pneumoniae MBC107 ATCC BAA-2146
Bacterias | Legionella pneumophila MBC031 ATCC 33152
Bacterias = Moraxella catarrhalis MBC117 ATCC 25240
Bacterias | Mycoplasma genitalium MBCO085 ATCC 33530
Bacterias = Mycoplasma hominis MBC084 DSM 19104
Bacterias = Mycoplasma pneumoniae MBCO035 ATCC 15531
Bacterias Neisseria gonorrhoeae MBCO75 ATCC 19424
Bacterias Neisseria meningitidis serogrupo A MBC036 ATCC 13077
Bacterias Neisseria meningitidis serogrupo B MBC066 NCTC 10026
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Tipo
Bacterias
Bacterias
Bacterias
Bacterias
Bacterias
Bacterias
Bacterias
Bacterias
Bacterias
Bacterias
Hongos
Protozoos

Protozoos

Organismo

Neisseria meningitidis serogrupo C
Staphylococcus aureus (mecA+)

Staphylococcus epidermidis
Streptococcus pneumoniae
Streptococcus pyogenes
Treponema pallidum
Ureaplasma parvum
Ureaplasma urealyticum
Vibrio cholerae

Yersinia enterocolitica
Cryptococcus neoformans
Cryptosporidium parvum

Referencia
MBCO053
MBC074
Cultivo celular
MBCO070
Cultivo celular
MBC109
MBC133
MBC112
MBC118
MBC027
MBC015
MBC126

Giardia intestinalis

MBC119

Materiales y Métodos

Origen

NCTC 8554
DSM 13661
Cultivo celular
ATCC 49619
Cultivo celular
Cepa Nichols
ATCC 27815
ATCC 27618
ATCC 39315
ATCC 9610
ATCC 208821

Aislado clinico cedido por la
Universidad de Arizona
“Sterling Parasitology
Laboratory”

ATCC 50803

Tabla 25. Microorganismos analizados in silico relacionados taxonémica y/o sindrémicamente con el
tipo de muestra o infeccion.

Tipo

Virus

Bacterias
Bacterias
Bacterias
Bacterias
Bacterias
Bacterias
Bacterias
Bacterias
Bacterias
Bacterias
Bacterias
Bacterias
Bacterias
Bacterias
Bacterias
Bacterias
Bacterias
Bacterias
Bacterias
Bacterias
Bacterias

Organismo

VIH

Acinetobacter Iwoffii
Actinomyces israelii
Alcaligenes faecalis
Atopobium minutum
Atopobium parvulum
Atopobium rimae

Bacillus subtilis
Bacteroides fragilis
Bifidobacterium adolescentis
Bifidobacterium breve
BVAB-1

BVAB-2

Clostridium difficile
Corynebacterium genitalium
Fusobacterium nucleatum
Gemella haemolysans
Lactobacillus acidophilus
Lactobacillus delbrueckii
Lactobacillus mucosae
Lactobacillus vaginalis
Leptotrichia buccalis

Identificador
de taxonomia
11676

28090
1659
511
1381
1382
1383
1423
817
1680
1685
699240
884684
1496
38288
851
1379
1579
1585
97478
1633
40542
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Tipo Organismo Identificador
de taxonomia
Bacterias Megasphaera spp. 31977
Bacterias Mobiluncus curtisii 2051
Bacterias Mobiluncus mulieris 2052
Bacterias Peptostreptococcus magnus 1260
Bacterias Prevotella bivia 28125
Bacterias Proteus vulgaris 585
Bacterias Streptococcus agalactiae 1311
Bacterias Streptococcus mitis 28037
Bacterias Streptococcus mutans 1309
Bacterias Streptococcus salivarius 1304
Bacterias Streptococcus thermophilus 1308
Hongos Candida guilliermondii 4929
Hongos Candida inconspicua 52247
Hongos Candida kefyr 4911
Hongos Candida lusitaniae 36911
Hongos Cryptococcus neoformans 5207
Hongos Pichia fermentans 53655
Hongos Saccharomyces cerevisiae 4932
Protozoos Eggerthella lenta 84112
Protozoos Trichomonas tenax 43075

Abreviaturas: VIH: virus de inmunodeficiencia humana; BVAB: bacterias asociadas a VB.

3.14.4. Inclusividad

Este parametro evalla la capacidad del test para detectar distintas cepas o variantes de los
microorganismos objetivo. Para ello, se llevd a cabo un anélisis in silico utilizando secuencias
depositadas en la base de datos GenBank Nucleotide (NCBI)

(https://www.ncbi.nlm.nih.gov/genbank/). Se seleccionaron secuencias de distintos tiempos de

depdsito y procedencias geograficas con el objetivo de realizar un analisis global.

En este ensayo, se calcula el porcentaje de homologia entre las secuencias y los
oligonucledtidos/sondas para cada diana. Se considera que 1 o 2 discrepancias en un

oligonucledtido/sonda no tienen un impacto significativo en el proceso de amplificacion.

En la Tabla 26 se presentan las secuencias analizadas para cada microorganismo,

especificando los nimeros de referencia del NCBI incluidos en el estudio de inclusividad.
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Tabla 26. Numeros de referencia del NCBI de las secuencias analizadas para cada microorganismo
en el estudio de inclusividad.

L. crispatus
L. gasseri
L. jensenii
L. iners

A. vaginae
G. vaginalis

C. albicans

C. glabrata

C. krusei

C. parapsilosis

C. tropicalis

C. dubliniensis

T. vaginalis

CP079206.1, NZ_CP059140.1, CP088015.1, AP025162.1, CP118087.1,
CP047142.1, CP046311.1

CP075596.1, LR698989.1, CP049762.1, NZ_CP158455.1, CP087763.1,
CP146880.1, CP021427.1

CP046310.1, CP018809.1, NZ_CP018809.1, NZ_CP160085.1, CP160083.1

CP049223.1, CP049225.1, CP049226.1, CP049228.1, CP049230.1, CP049231.1,

NZ_CP049230.1

KU513752.1, AY269029.1, AY269027.1, JQ511973.1, NR_117757.1,
AY269020.1, AY269033.1, AF325325.1, NR_029349.1, KU726641.1,
AY269031.1, NR_029349.1, AY269024.1, AY269022.1, AY269021.1

CP033836.1, LT629773.1, AP012332.1, AB547907.1, CP002725.1, CP002104.1,

L08167.1

MT539318.1, MK793246.1, MH534925.1, MT466073.1, MT131348.1,
MK026352.1, MN914087.1, MN747847.1, MN263159.1, MK793270.1,
MT131347.1 MH534931.1, MK026361.1, MT539315.1, MK793255.1,
MH534916.1

MT548914.1, MT377829.1, MT300279.1, LR757916.1, LR757909.1,
MN962637.1, MN699479.1, MN371898.1, MK343435.1, MN788444.1,
MN477933.1, MN473880.1, MN699325.1, MN540214.1, MN521700.1,
MN521697.1, MH534929.1, MN062976.1, MK998697.1, MK394140.1,
MK793257.1, MK793231.1, MK723993.1, MH534934.1

CP093519.1, OM479428.1, MT102788.1, MT071789.1, MH545928.1,
MN944500.1, MK343434.1, MN809256.1, MN710523.1, MN371886.1,
MN310532.1, MN244404.1, MN213721.1, XR_003834616.1, MK946698.1,
MK394162.1, CP039617.1, MK592834.1, MK267579.1, MK027141.1,
MK106346.1, MF685432.1

MT640028.1, MT548911.1, MT482736.1, MT471970.1, MT444920.1,
MT443910.1, MT443897.1, MT377826.1, MT321277.1, MT303060.1,
LC534407.1, MT154269.1, MT153890.1, MT153873.1, MT153859.1,
MT640027.1, MT539196.1

CP047875.1, MT490210.1, MT482656.1, MT443945.1, MT422054.1,
MT377831.1, MT350641.1, LC534414.1, MT193535.1, MT169782.1,
MT159957.1, MT159664.1

MT640025.1, MH545916.1, MK394123.1, LC317493.1, KY514056.1,
LT716020.1, LT608369.1, KJ451682.1, KP131697.1, OL604797.1, KJ651885.1,
KC905080.1, KF959847.1, MW980770.1, OL604797.1
XM_001579000.1, XM_001301063.1, XM_001279254.1, L23861.1

3.14.5. Sensibilidad y especificidad analitica

La sensibilidad y especificidad analitica del test se determinaron mediante el andlisis de

muestras clinicas previamente caracterizadas por un método de referencia. Se realizé un andlisis

retrospectivo que incluyé un total de 363 muestras, de las cuales 313 eran positivas para los

diferentes microorganismos objetivo y 50 correspondian a muestras negativas.
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Para el analisis de VB, se utilizaron 50 muestras caracterizadas como VB y microbiota normal,
procedentes el Hospital Universitario Vall d’"Hebron (Grupo 1). En el caso de T. vaginalis, se
incluyeron 13 muestras del Hospital Universitario Virgen de las nieves (Grupo 2) y 37 del Hospital
Universitario Lozano Blesa. Para la deteccién de C. albicans se analizaron 50 muestras
provenientes del Hospital Universitario Virgen de las Nieves (Grupo 2). En el caso de C. glabrata,
15 muestras fueron obtenidas del Hospital Universitario Vall d’Hebron (Grupo 4), 8 del Hospital
Universitario Virgen de las Nieves (Grupo 2) y 16 del Hospital Universitario Lozano Blesa. Para C.
krusei, se incluyeron 4 muestras del Hospital Universitario Vall d’"Hebron (Grupo 4), 3 del Hospital
Universitario Virgen de las Nieves (Grupo 2) y 14 del Hospital Universitario Lozano Blesa. En
cuanto al resto de las especies de Candida no albicans, se analizaron 4 muestras del Hospital
Universitario Virgen de las Nieves (Grupo 2), 2 del Hospital Universitario Lozano Blesa y 6 del
Hospital Universitario Vall d’Hebron (Grupo 4). Este ultimo grupo de muestras fueron

caracterizadas como C. tropicalis/C. parapsilosis mediante el test Candidosis Real-TM Quant.

Para T. vaginalis y Candida, en los casos en que el método de rutina fue el cultivo, los
resultados se confirmaron mediante el test BIOGX Candida albicans, Candida glabrata, Candida

krusei, Trichomonas vaginalis Open System PCR Reagents.

Para las especies de Candida no albicans, debido a su baja prevalencia, fue necesaria la
generacion de muestras artificiales. Se fabricaron un total de 91 muestras distribuidas de la

siguiente manera:

e 11 muestras para C. glabrata

e 29 muestras para C. krusei

e 14 muestras para C. parapsilosis
e 16 muestras para C. tropicalis

e 21 muestras para C. dubliniensis

Estas muestras se generaron in situ inoculando cultivos a diferentes concentraciones en una
matriz artificial disefiada para simular un exudado vaginal negativo. Se prepararon 300 uL de
cada muestra, que posteriormente fueron procesadas. Una vez generadas, fueron
caracterizadas en paralelo utilizando los test BIOGX Candida albicans, Candida glabrata, Candida

krusei, Trichomonas vaginalis Open System PCR Reagents y Allplex™ STI Essential Assay.

Para determinar la concentracién de las muestras a preparar, se consideraron las
recomendaciones de la guia de la FDA Highly Multiplexed Microbiological/Medical

Countermeasure In Vitro Nucleic Acid Based Diagnostic Devices [126]. Se asegurd que el 50% de
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las muestras simuladas cubrieran todo el rango de sensibilidad del equipo, mientras que el 50%

restante se situara cerca del LoD (Tabla 27).

Tabla 27. Muestras artificiales generadas para las especies de Candida no albicans para la evaluacion
de la sensibilidad y especificidad analitica del test. La concentracidn de las mismas se expresa en
copias/pl.

Muestra CK CG CcT CPa cD
(copias/pL)  (copias/puL) (copias/pL) (copias/pL) (copias/pL)

1 300 500 6000 10000 100
2 200 200 3000 8000 80
3 200 50 1000 6000 50
4 200 50 500 5000 50
5 200 50 100 3000 40
6 150 30 100 1000 40
7 150 30 80 500 30
8 100 20 50 200 30
9 100 10 50 100 10
10 75 10 30 100 10
11 75 10 30 30 1,5
12 75 10 20 1,5
13 75 10 10 1,5
14 75 10 10 1,5
15 50 10 1
16 50 10 1

17 50 1

18 40 0,7

19 40 0,7

20 40 0,7

21 30 0,7

22 30

23 30

24 20

25 20

26 10

27 7,5

28 7,5

29 7,5

Abreviaturas: CG: C. glabrata; CK: C. krusei; CPa: C. parapsilosis; CT: C. tropicalis; CD: C. dubliniensis.

3.14.6. Estabilidades

Se llevaron a cabo varios estudios de estabilidad con el objetivo de evaluar la vida util del
producto, su estabilidad bajo condiciones de transporte y en uso. Ademas, se realizaron estudios
de estabilidad acelerada, los cuales permiten simular la estabilidad real del producto en un

periodo reducido de tiempo sometiéndolo a condiciones extremas de temperatura.
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Para garantizar la estabilidad, se evaluaron los controles positivo y negativo y tres muestras

positivas que contenian un pool de diferentes microorganismos, preparadas a concentraciones

de 5a 10 veces el LoD (Tabla 28).

Tabla 28. Composicion y concentracidn de las muestras utilizadas para los estudios de estabilidad.

Muestra 1

Muestra 2

Muestra 3

G. vaginae

A. vaginae

C. dubliniensis

C. krusei

ARNsa P humana
C. glabrata

C. parapsilosis

C. albicans

T. vaginalis
ARNsa P humana
L. crispatus

C. tropicalis
ARNsa P humana

Cultivo cuantificado
Cultivo cuantificado
Cultivo cuantificado
Cultivo cuantificado
RNAseP_pUC57

Cultivo cuantificado
Cultivo cuantificado
Cultivo cuantificado
Cultivo cuantificado
RNAseP_pUC57

Cultivo cuantificado
Cultivo cuantificado
RNAseP_pUC57

3 copias/ul
20 copias/pl
3 copias/ul
30 copias/ul
5x 10 ng/ul
10 copias/ul
20 copias/pl
30 copias/ul
2 copias/ul
5x10° ng/ul
10 copias/ul
5 copias/ul
5x10°% ng/ul

Los estudios de estabilidad real y acelerada se realizaron en tres lotes, mientras que los

estudios de estabilidad en uso se realizaron en un Unico lote. En cada condicion se analizaron

tres puntos, tiempo inicial, punto intermedio y punto final.

Se definieron los siguientes ensayos para analizar la estabilidad del equipo:

e Estabilidad real. Se evalué la estabilidad del producto durante su vida util, establecida

en 18 meses a una temperatura de 2-8 °C.

e Estabilidad acelerada (cerrado). Se evalud incubando el producto a 36-38 °C durante 12

dias, equivalente a 20 meses a 2-8 °C [120].

e Estabilidad en condiciones de transporte. Se evalué sometiendo el producto a

temperaturas extremas para simular posibles condiciones durante su transporte. El

protocolo incluyé 1 dia a -80 °C seguido de 1 semana a 37 °C.

e Estabilidad en uso. Se definieron los siguientes ensayos para garantizar la viabilidad del

producto durante su utilizacién:

o Estabilidad de la mezcla de PCR: Se analizd durante 60 minutos una vez

reconstituido y mantenido a 2-8 °C.

o Estabilidad del control positivo: Se evalué mediante 5 ciclos repetidos de

congelacion y descongelacion.
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Para garantizar la estabilidad del producto, se establecieron criterios especificos que deben
cumplirse en todas las evaluaciones realizadas durante los estudios de estabilidad. Las muestras
positivas y los controles positivos deben amplificar con un CV igual o inferior al 10% (CV < 10%),
lo que asegura la consistencia en la amplificacién y la confiabilidad de los resultados positivos.
Por otro lado, las muestras y controles negativos deben arrojar un resultado negativo de

amplificacion, validando asi la ausencia de sefiales inespecificas y garantizando la especificidad.

Tiempoe inicial

2.8°C A CONDICION CONTROL
7 dias

2.8% B
15 dhis ACELERADA

36.38°C C

24 horas Sdias

o/ 507 28% D

TRANSPORTE

8dias

7o/ 28% E
Reconstitucion Control =

30 minutos EN USO:

F
G - Mezcla de
H

€0 minutos

Reconstitucion le A
5 ciclos congelacion EN USO:
J  controL

10 ciclos congelacion K POSITVO

PCR

F

Figura 15. Diagrama de los estudios de estabilidad realizados. Se muestran los tiempos de analisis y
las temperaturas de conservacion en cada caso.

3.14.7. Compatibilidad con otro termociclador

Con el objetivo de evaluar la compatibilidad del test con el termociclador Azure Cielo™ 6
Real-Time PCR System (versidon de software 1.0.8.12), se llevd a cabo un andlisis paralelo
utilizando este equipo frente al CFX96™ Real-Time PCR Detection System (version 2.3) como
sistema de referencia. Para esta evaluacidn, se procesé un panel de 14 muestras, incluyendo los

controles del test.

Las muestras analizadas, descritas en la Tabla 21, fueron seleccionadas para cubrir un rango
representativo de escenarios. Estas se probaron a dos niveles de concentracién. Ademas, se
incluyeron seis muestras provenientes del Hospital Universitario Virgen de las Nieves (Grupo 3),

seleccionadas por presentar resultados representativos para esta evaluacién.
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3.15. Evaluacion funcional externa

Tras obtener la certificacion CE, se procedié a la realizacidon de dos evaluaciones externas en
dos hospitales de referencia dentro de la regién de Granada. Estas evaluaciones se disefiaron
especificamente para analizar un amplio rango de muestras representativas, asegurando la
inclusion de diferentes perfiles clinicos y variaciones en las condiciones de las pruebas. El
objetivo principal de estas pruebas fue determinar con precision la sensibilidad y especificidad
clinica del método, evaluando su rendimiento en condiciones reales de uso. Ademas, estos
estudios permitiran identificar posibles limitaciones, confirmar la robustez del procedimiento y
recopilar datos adicionales que respalden su implementacién en un entorno clinico. Los
resultados obtenidos son fundamentales para garantizar la confiabilidad del método vy

proporcionar evidencia adicional de su validez en la practica médica.
3.15.1. Hospital Universitario San Cecilio

En el Hospital Universitario San Cecilio se planificd un estudio prospectivo, disefiado y llevado
a cabo de acuerdo con los principios establecidos en la Declaracion de Helsinki. El estudio contd

con la aprobacién del Comité de Etica del Hospital, bajo la referencia 1517-N-22.

Durante 3 meses, desde Junio a Septiembre del 2022, se analizaron todas las muestras
consecutivas de exudado vaginal recibidas en el Servicio de Microbiologia del Hospital. Este
hospital tiene centralizado el analisis de muestras provenientes de varios centros médicos de la
region. Estas muestras procedian tanto de pacientes sintomadticas como asintomaticas que
acudieron a atencién primaria y hospitalaria. No se reportaron datos personales ni clinicos de
las pacientes, pero si se informd de que 23 muestras procedian de mujeres embarazadas. Para
este estudio no se aplicé ningun criterio de exclusion. Los participantes del estudio tenian

edades comprendidas entre los 14 y los 98 afios.

Se recibié una muestra de exudado vaginal por paciente, recolectada en medio de transporte
Transystem™ Amies Agar Gel (Figura 16). Las muestras fueron procesadas inmediatamente
después de su recepcién y se almacenaron a una temperatura de 2—8 °C hasta su analisis

mediante gPCR. Este analisis se realizé en un plazo inferior a 72 horas.
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Figura 16. Imagen de las muestras de exudado vaginal en medio Transystem™ Amies Agar Gel. Las
muestras para su procesamiento por el servicio de microbiologia fueron identificadas con el codigo
de barras y el nimero de peticidn.

Todas las muestras se sometieron a examen microscopico como parte de los procedimientos
rutinarios de diagndstico en el laboratorio durante el periodo del estudio. Para el diagndstico de
VB, los exudados vaginales se analizaron mediante tincién de Gram y se evaluaron utilizando el
sistema de puntuacidon de Nugent [64]. En los casos en los que predominaban bacilos Gram-
negativos, Gram-variables o células guia, las muestras se sembraron en medio de cultivo
Gardnerella agar en atmésfera de CO; a 37°C durante 48 horas (Becton Dickinson) [127].
Adicionalmente, si durante el analisis microscépico se observaban leucocitos, la muestra se
cultivd en medio Roiron (Becton Dickinson) a 37 °C durante un mdximo de 48 horas para el

diagnéstico de T. vaginalis [54,115].

Para el diagndstico de Candida, todas las muestras se inocularon en medio de cultivo
CHROMID® Candida agar (bioMérieux) e incubaron a 37 °C durante un maximo de 48 horas [75].
En caso de cultivo positivo, la identificacidn de especies de Candida se llevé a cabo mediante

MALDI-TOF MS utilizando el sistema Maldi Biotyper® (Bruker Daltonics).

Después del andlisis de rutina, cada hisopo se descargd en 1 ml de medio liquido ESwab®
Liqguid Amies Medium para el analisis con el test Vaginal Panel Realtime PCR kit. El
procesamiento de las muestras, la extraccidn de acidos nucleicos y la preparacidn para la gPCR
se llevaron a cabo en el sistema MagXtract® 3200 System, siguiendo las instrucciones del
fabricante y utilizando 300 pl de muestra. Se empled el kit TANBead Nucleic Acid Extraction Kit
para la purificacion y aislamiento de acidos nucleicos. Se obtuvo un volumen de elucién de 80

ul, de los cuales se afiadieron 5 pl a cada tubo de reaccion de PCR (mezcla A + mezcla B).

Los ensayos de gPCR se realizaron en el termociclador CFX96™ Real-Time PCR Detection
System. En cada ensayo se analizaron los controles positivos y negativos incluido en el test de

gPCR para verificar el proceso de amplificacion. El software Vircom PCR LIS Connection (Vircell
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SL) se utilizdé para la interpretacion automatica de los resultados. Este software permite la
generacion de plantillas de trabajo, la interpretacion y validacidon automatica de los resultados
tras realizar el ensayo de amplificacién y la integracién con el sistema de informacién del
laboratorio (LIS, Laboratory Information System). Para ello, recoge todos los datos obtenidos del

ensayo de amplificacion y aplica las reglas de interpretacién del kit.

Tras la realizacion de ambos analisis, se procedio a la recopilacion de los datos y al andlisis
de los resultados. El flujo de trabajo se ilustra en la Figura 17, donde se proporciona una visidon
general del disefio experimental, los procedimientos aplicados y las etapas de andlisis de datos

llevadas a cabo en este estudio.

Para analizar las discrepancias en los resultados obtenidos para Candida spp.y T. vaginalis,
las muestras se procesaron utilizando el kit Candidiosis Real-TM Quant y el kit GeneProof
Trichomonas vaginalis PCR Kit, respectivamente. En cuanto a la VB, cada portaobjetos tefiido
con el método de Gram fue revisado por dos técnicos independientes, quienes desconocian la
interpretacion inicial. El resultado final se establecié segun el acuerdo entre al menos dos
técnicos.

Cultivo en medio
Gardnerella agar

Tincion de Gram + .
criterio Nugent
+ bacilos Gram

Métodos de
L /v rutina A
//_N\\
[V "B O\
A - |\ Cultivo en medio
; ( | CHROMID® Candida
\ :{;./ agar medium
N

Exudado vaginal en
medio Transystem™

ok

Vaginal Panel
realtime PCR kit

+ Leucocitos

Cultivo medio
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— por Maldi-Tof
MS

Equipo Y —\
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" =1 3200
- i i o lﬁ
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Figura 17. Esquema de métodos, materiales y equipamiento empleados en el analisis de rutina

y molecular.
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3.15.2. Hospital Universitario Virgen de las Nieves

En colaboracién con el Hospital Universitario Virgen de las Nieves, se llevd a cabo un estudio
retrospectivo para comparar el test Vaginal Panel Real-Time PCR Kit con un test molecular de

caracteristicas similares, el test Allplex™ Vaginitis Screening Assay.

Se selecciond un conjunto de muestras representativas de todas las clasificaciones posibles
del test, y los remanentes de estas muestras fueron recogidos y almacenados para su posterior
analisis en las instalaciones de Vircell SL. El estudio fue realizado de forma andénima, sin aplicar
criterios de exclusién ni recopilar datos clinicos de las pacientes. Los participantes tenian edades

comprendidas entre los 13 y los 75 afios.

Cada muestra de exudado vaginal fue recolectada en medio ESwab® Liquid Amies Medium
para su analisis mediante el método rutinario del hospital. Inicialmente, las muestras se
almacenaron a una temperatura de 2-8 °C durante tres dias para su procesamiento en el hospital

y, posteriormente, fueron congeladas a -20 °C para su conservacion a largo plazo.

Como método de rutina del hospital para el diagndstico de VB, Candida spp. y T. vaginalis,
todas las muestras fueron analizadas con el test Allplex™ Vaginitis Screening Assay. Este analisis
fue realizado en el equipo automatico STARIet IVD (Seegene Inc.), que integra el flujo completo
de trabajo, desde el procesamiento de las muestras hasta la extraccidon de acidos nucleicos y la
preparacion de la gPCR. Posteriormente, la amplificacidn y deteccidn se llevaron a cabo en el
termociclador CFX96™ Dx Real-Time PCR Detection System (Bio-Rad), y los resultados fueron
analizados mediante el software Seegene Viewer (Seegene Inc.). La extraccién de acidos
nucleicos se realizé utilizando el STARMag 96 X 4 Universal Cartridge Kit, disefiado para purificar
acidos nucleicos de diversos tipos de muestras, incluyendo exudados vaginales, cervicales y

uretrales.

Posteriormente, las mismas muestras fueron analizadas con el test Vaginal Panel Real-Time
PCR Kit en las instalaciones de Vircell SL. El procesamiento de las muestras se realizd
manualmente, llevando a cabo la purificacién de acidos nucleicos a partir de 300 pul de muestra
utilizando el kit OptiPure Viral Nucleic Acid Extraction Kit en el equipo Maelstrom™ 4800. El
volumen de elucién obtenido fue de 80 pl, de los cuales se afiadieron 5 pl a cada tubo de reaccién

de PCR (mezcla Ay mezcla B).

Los ensayos de gPCR se realizaron en el termociclador CFX96™ Real-Time PCR Detection
System. En cada ensayo se incluyeron controles positivos y negativos proporcionados en el kit

de qPCR para verificar la validez del proceso de amplificacién. El software Vircom PCR LIS
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Connection fue utilizado para la generacion de plantillas de trabajo, la carga automatizada de

estas plantillas en el termociclador y la interpretacién de los resultados.

Tras completar ambos analisis, se procedié a la recopilacién y comparacion de los datos. En
total, se seleccionaron 147 muestras para el estudio. La Tabla 29 presenta el desglose de las
muestras seleccionadas y su interpretacion diagnéstica segun el test Allplex™ Vaginitis Screening

Assay.

Tabla 29. Desglose de muestras e interpretaciones diagndsticas segun el test Allplex™ Vaginitis
Screening Assay.

Categoria N2 de
muestras

VB 25

Microbiota normal 29

Microbiota normal con C. albicans 27

Microbiota normal con otras especies Candida 15

VB con C. albicans 22

VB con otras especies Candida 2
Microbiota normal con T. vaginalis 6
VB con T. vaginalis 5
Microbiota normal con C. albicans y T. vaginalis 2
Microbiota normal con C. albicans y otras especies Candida 5
VB con C. albicans y T. vaginalis 2
VB con C. albicans y otras especies Candida 7
Abreviaturas: VB, vaginosis bacteriana.

3.16. Anélisis de datos

Todos los datos utilizados en este estudio han sido recopilados mediante herramientas del
paquete Microsoft Office, incluyendo principalmente Word, Excel y Access (Microsoft,
Washington, USA). Estas herramientas han facilitado la gestidn, organizacion y analisis inicial de
la informacion. En particular, Microsoft Excel se empled para la elaboracidn de tablas y graficas,

proporcionando una representacion visual clara y estructurada de los datos.

Para el andlisis de los resultados de secuenciacidn, se utilizé el software Sequence Scanner
2.0 (Applied Biosystems, Massachusetts, USA), que permitid interpretar y analizar las secuencias
FASTA obtenidas tras el proceso de secuenciacidon, asegurando precisién y fiabilidad en los

resultados.
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El analisis del grado de concordancia entre los métodos evaluados se realizé a través del
calculo del indice kappa de Cohen (k), un indicador estadistico que mide el nivel de acuerdo mas

alla del azar, asegurando una evaluacidn robusta y objetiva.

En cuanto al rendimiento del método desarrollado, se llevaron a cabo calculos de
sensibilidad, especificidad, valor predictivo positivo (VPP) y valor predictivo negativo (VPN)
utilizando el software MedCalc® v23.0.6, una herramienta que permite la realizacidn de analisis
estadisticos biomédicos. Este software también fue empleado para la generacién y andlisis de
curvas ROC (Receiver Operating Characteristic), para establecer el algoritmo desarrollado para
la clasificacidon de la microbiota en normal o VB. La construccién de las curvas ROC siguio la
metodologia propuesta por DelLong et al. (1988), un enfoque estadistico robusto que facilita la
comparaciéon y evaluacién de curvas ROC a partir de datos empiricos, proporcionando
estimaciones fiables incluso en escenarios con prevalencia desconocida. Estas curvas
permitieron identificar los puntos de corte 6ptimos y calcular el drea bajo la curva, un indicador

clave para evaluar la capacidad discriminatoria del método.

El test de McNemar se aplicé para evaluar la significancia estadistica de las diferencias
observadas entre los métodos. En este analisis, un valor p (p-value) inferior a 0.05 fue
considerado estadisticamente significativo, lo que establece un estdndar riguroso para la

validacion de los resultados.

Para la creacidn de figuras y esquemas visuales, se utilizé GraphPad Prism 8 (versién 8.0.2)

junto con la plataforma Biorender (https://app.biorender.com/user/signin), que permitié

generar representaciones graficas claras y de alta calidad, ideales para la comunicacion de los

hallazgos.

Finalmente, para la interpretacidon automatica de los resultados de qPCR generados con el
test desarrollado en este trabajo, se empled el software Vircom PCR LIS Connection, una
herramienta disefiada para facilitar la integracion y automatizacién de los datos en el flujo de

trabajo clinico.
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4. RESULTADOS

4.1. Disefio del test

Para definir los microorganismos a incluir en el panel para el diagnéstico de vaginitis, se llevo
a cabo un exhaustivo estudio bibliografico. Esta revision resulta fundamental para el desarrollo
de un nuevo test diagndstico, ya que permite conocer la demanda clinica actual y las
metodologias aplicadas en los laboratorios para el diagndstico de este tipo de infecciones. El
conocimiento de las herramientas disponibles y situacion actual es esencial para orientar el
desarrollo hacia una prueba que sea competitiva, precisa y adaptada a las necesidades clinicas

y regulatorias.

Durante el proceso de disefio y desarrollo del test molecular llevado a cabo en este trabajo,
se evaluaron y plantearon varios prototipos de configuracion. A continuacién, se presentan las
principales caracteristicas de cada propuesta, asi como los microorganismos seleccionados para

su deteccion.
4.1.1. Prototipo 1

Inicialmente, y basandonos en la revisidn bibliografica sobre los microorganismos asociados
a vaginitis, se propuso un disefio preliminar que contemplaba los principales patdgenos
implicados en esta condicion. Este disefio inicial incluyd la identificacion de los siguientes

microorganismos:

e Deteccion de G. vaginalis y F. vaginae para el diagnéstico de VB. Ambos
microorganismos han demostrado ser marcadores clave en la identificacion de la VB, lo
cual hace que su deteccidn sea esencial para un diagndstico de esta infeccidn.

e Deteccion de Candida spp., Ureaplasma spp., M. hominis y T. vaginalis. Este grupo de
microorganismos estd implicado en diferentes infecciones vaginales, y su inclusion
permite un diagndstico mdas amplio que abarca la candidiasis, infecciones por

micoplasmas y tricomoniasis.

Con el objetivo de controlar el montaje del ensayo y el proceso de amplificacidn, se propuso
la inclusién de un control interno en la mezcla de reaccién de gPCR. Como control interno, se
planted la utilizacidn del bacteriéfago MS2, que es un agente exégeno a la infeccidn y no afecta
la deteccién de los microorganismos a estudio. La adicion del bacteriéfago MS2 permite detectar
posibles errores en el montaje e inhibiciones en la reaccién de PCR, lo que contribuye a mejorar

la fiabilidad y reproducibilidad de los resultados.
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4.1.2. Prototipo 2

Después de las primeras pruebas de optimizacion, y tras una revisidn bibliografica continta
y actualizada, se decidid modificar el disefio inicial del test. A continuacién, se detallan los

cambios principales que se implementaron:

e Deteccidn de la principal especie de Lactobacillus presente en la microbiota vaginal
sana. La deteccion de L. crispatus, permite evaluar el equilibrio de la microbiota vaginal,
factor relevante en el diagnéstico diferencial de la vaginosis.

e Posible inclusion de microorganismos adicionales en el diagndstico de VB. Se evalué la
incorporacién de especies como Megasphaera spp., Mobiluncus spp. y BVAB-2 en el
algoritmo de diagnéstico de VB. Estos microorganismos han mostrado una asociacion
significativa con la vaginosis bacteriana y su deteccidon puede mejorar la precision del
diagndstico.

e Deteccidn especifica de C. albicans, C. glabrata y C. krusei para un tratamiento
diferencial. Dada la importancia de un tratamiento diferencial en infecciones por
especies de Candida, se considerd la deteccién especifica de C. albicans, C. glabrata y C.
krusei. Estas especies presentan variaciones en su sensibilidad a los tratamientos

antifungicos, lo que hace fundamental su identificacidn precisa en el diagnéstico.

4.1.3. Diseno final

Tras evaluar los cambios propuestos en las fases anteriores, se definié un disefio final que
contempla los microorganismos clave en el diagndstico de las principales infecciones vaginales,
asegurando su utilidad clinica. A continuacién, se detallan las principales caracteristicas del

disefio final:

e Deteccién semi-cuantitativa de las especies mas frecuentes de Lactobacillus spp. y de
patogenos especificos para el diagndstico de VB. Deteccién de las especies mas
frecuentes de Lactobacillus spp. (L. gasseri, L. crispatus, L. jensenii y L. iners), junto con
G. vaginalis y F. vaginae, mediante amplificacion semi-cuantitativa. Esta deteccién
permite evaluar la cantidad relativa de Lactobacillus spp. respecto a la de los patdgenos,
G. vaginalis y F. vaginae, proporcionando un diagndstico del estado de la microbiota
vaginal y una mejor caracterizacién de la VB.

e Deteccidn cualitativa de Candida spp. para el diagndstico de VVC. Se incluye la
deteccion especifica de C. albicans, C. glabrata, y C. krusei, dada su importancia en el

tratamiento diferencial para VVC. Ademas, se detectan otras especies de Candida (como
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C. parapsilosis, C. dubliniensis, y C. tropicalis) que también pueden ser causantes de
infeccidn, ofreciendo una cobertura amplia y precisa de la infeccidn por este hongo.

e Deteccidn cualitativa de T. vaginalis para el diagndstico de tricomoniasis. Este
protozoo serd detectado cualitativamente, asegurando un diagndstico fiable de
tricomoniasis, la cual requiere tratamiento especifico debido a su naturaleza infecciosa

y riesgo de transmision.

Ademas, para el control de la correcta toma de muestra, transporte, procesamiento y
extraccioén se decidié la inclusidon de un control interno endégeno (gen ARNsa P humano) que a
su vez controla el proceso de amplificacidn. Este control permite asegurar que la muestra no ha
sufrido degradaciéon durante el transporte y valida que la amplificacién se ha realizado
correctamente, permitiendo detectar posibles inhibiciones o fallos en la reaccién. Este control
aporta una capa adicional de seguridad al diagnéstico, minimizando el riesgo de falsos negativos

derivados de problemas técnicos o de calidad en la muestra.

Este disefio final proporciona un diagndstico clinicamente relevante y diferencial de los

principales microorganismos causantes de infecciones vaginales.

4.2.  Seleccion de las dianas genéticas para el diagndstico molecular

Se seleccionaron como dianas genéticas de cada microorganismo aquellas que estuvieran
altamente conservadas dentro de la especie, con relevancia clinica y, que, en la medida de lo
posible, no presenten mutaciones frecuentes. Para esta seleccién, se realizd un estudio
detallado de las caracteristicas de los distintos microorganismos para su deteccién molecular.
Asimismo, se realizaron alineamientos con secuencias de cepas de distinta procedencia

geografica y temporal para garantizar la inclusividad del disefio.

Para la amplificacion y deteccion de G. vaginalis y F. vaginae se seleccioné el gen ARNr 16S.
Esta regidn estd conservada dentro de la especie, es especifica y permite la diferenciaciéon

respecto a otras especies afines al género Gardnerella y Fannyhessea.

Para el género Lactobacillus en un principio se escogio el gen ARNr 16S por estar altamente
estudiado. Sin embargo, este gen presentd el inconveniente de ser multicopia y mostrar
variabilidad entre especies, lo que limitaba su utilidad para una deteccidn precisa. Por este
motivo, se decidid descartar esta diana y explorar otros genes, como tuf, rplKy gyrA. Finalmente,
se selecciond el gen rplK debido a su alto grado de conservacidon entre las especies mas comunes

de la microbiota vaginal, tanto en condiciones normales como alteradas. Este gen, ademas,
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permite la deteccién de las principales especies de Lactobacillus presentes en la microbiota,

garantizando una alta especificidad en su identificacion.

La ITSR es la region mas estudiada para el diagndstico molecular de las especies del género
Candida. Se analizaron numerosas secuencias de las especies mas prevalentes en la VVC para
analizar la conservacion de esta diana. Se escogid esta regidn por presentar zonas conservadas
en la secuencia génica de cada especie y regiones especificas que permiten la deteccién y

diferenciacidn de cada especie.

Por ultimo, para la deteccion de T. vaginalis se selecciond la diana TRIDNATARP. Diana
conservada, con repeticién en tandem vy altamente estudiada que permite la deteccidn
especifica con gran sensibilidad analitica y diferenciacidon frente a otras especies del género

Trichomonas.

Para cada diana genética, se disenaron varias parejas de oligonucleétidos y sondas, con el
propdsito de identificar la combinacidon que ofreciera los mejores resultados en términos de
sensibilidad y especificidad. Esta seleccidn fue optimizada mediante pruebas exhaustivas que
incluyeron tanto muestras control como muestras clinicas, lo cual permitié asegurar que el test

respondiera de manera confiable y precisa en condiciones reales.
4.2.1. Caracterizacion de especies del género Lactobacillus

Durante las etapas iniciales del disefio del test, se realizé un estudio para caracterizar las
especies mas frecuentes del género Lactobacillus presentes en la microbiota vaginal. Este
analisis se llevd a cabo utilizando una serie de muestras clasificadas como microbiota normal y
VB mediante el método de Nugent. Para garantizar la correcta calidad y toma de las muestras,

se incluyd un control interno mediante la amplificacion por PCR de la diana ARNsa P humana.

Se analizaron un total de 40 muestras, distribuidas equitativamente entre microbiota
normal (20 muestras) y VB (20 muestras), todas ellas cedidas por el Hospital Universitario Vall
d’Hebrdén (Grupo 1). Para la interpretacion de los resultados, se consideraron positivos aquellos
con un valor de Ct inferior a 35, mientras que se consideraron negativos los que presentaban un
Ct mayor a 35 o ausencia de amplificacidn. En todos los casos se obtuvo amplificacion positiva

de la diana ARNsa P humana asegurando la correcta toma de la muestra y realizacién del ensayo.

En el analisis global, en 11 muestras se detecté Unicamente una especie de Lactobacillus,
mientras que en 21 muestras se identificd la presencia de dos o mds especies. En 6 muestras no
se detectd Lactobacillus, y en 2 muestras solo se observd amplificacidon con la pareja genérica

de oligonucledtidos, lo que sugiere la posible presencia de otra especie no identificada con los
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oligonucledtidos especificos utilizados. En cuanto al analisis detallado de las muestras positivas
para cada especie dentro de las categorias evaluadas, se observé que L. gasseri y L. crispatus
predominaron en las muestras clasificadas como microbiota normal, mientras que L. iners
mostré una mayor prevalencia en las muestras clasificadas como VB. El nUmero de muestras con

L. jensenii fue similar en ambas categorias (Figura 18).

El andlisis en paralelo utilizando la diana genérica de Lactobacillus permitié identificar la
posible presencia de otras especies en cuatro muestras clasificadas como VB. En dos de estas
muestras, se obtuvo un resultado positivo para L. iners, evidencidndose una diferencia de
sensibilidad entre las dos dianas utilizadas. En las otras dos muestras, no se detectd
amplificacidn positiva para ninguna de las especies evaluadas, lo que sugiere la presencia de

otras especies no incluidas en el disefio especifico del estudio.

Otra especie O_ 4

. 11
L. gasseri F 11
7 uMN
mVB
L. crispatus F 9
No Lactobacillus - g

<
)
~

6 8 10 12 14 16

N2 muestras positivas

Figura 18. Numero de muestras positivas identificadas para cada especie de Lactobacillus para cada
categoria de Nugent.
Abreviaturas: MN, microbiota normal; VB, vaginosis bacteriana.

Ante la elevada proporcién de muestras que contenian dos 0 mds especies de Lactobacillus,
se realizd un andlisis detallado para determinar el nUmero de muestras que presentaban cada
especie de forma individual, asi como las diferentes combinaciones de dos o mas especies
(Figura 19). Los resultados mostraron que la especie mas frecuente fue L. iners, detectada en 8
muestras como Unica especie presente. Por otro lado, la combinacidn mas comun fue la de L.

jenseniiy L. iners, identificada en 6 muestras.
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L. jensenii + L. gasseri + L.iners 0
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L. jensenii + L. iners S
L. jensenii + L. gasseri 0
L. crispatus + L, iners —n—
L. crispatus + L. gasseri w1
L. crispatus + L. jensenii mmm— 1
L iners I S
L. gasseri I )
L. jensenii w1
L. crispatus 0

0 1 2 3 4 5 6 7 8 9

N2 muestras positivas

Figura 19. Distribucién del nimero de muestras positivas con especie Unica de Lactobacillus y
combinacién de varias especies.

4.3.  Cuantificacion de cultivos

Para determinar y optimizar la sensibilidad y especificidad del test, tanto durante su disefo
como en la posterior evaluacién funcional, se llevé a cabo la cuantificacidon de cultivos in situ
correspondientes a cada uno de los microorganismos objetivo. Esta cuantificacion resultd
esencial para garantizar la precisién del método y su capacidad para detectar cada especie de
manera eficaz. Los resultados obtenidos para la cuantificacion de cada microorganismo y

especie estan detallados en la tabla 30.

Tabla 30. Resultados de cuantificacion en copias/ul de los cultivos.

L. crispatus 1.5 x 107
L. jensenii 1.0 x 108
G. vaginalis 1.9 x 107
A. vaginae 2.0x 108
C. albicans 1.0 x 107
C. krusei 2.2 x 107
C. glabrata 4.5 x 107
C. tropicalis 6.0 x 107
C. parapsilosis 2.2 x 107
C. dubliniensis 1.0 x 108
T. vaginalis 2.0x 10°
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4.4. Algoritmo para deteccién de VB

Con este test molecular se pretende establecer una clasificacién de la microbiota vaginal
similar a la que proporciona el método de Nugent (método de referencia para el diagndstico de
VB) en base a la cantidad de Lactobacillus frente a la cantidad de G. vaginalis y F. vaginae
presente en la muestra. El ratio derivado de este algoritmo indica el grado de disbiosis en la

microbiota, clasificandola en microbiota normal o VB.

Una vez optimizada la gPCR multiplex para la deteccion de G. vaginalis, F. vaginae y
Lactobacillus spp., se llevaron a cabo diluciones seriadas de un cultivo previamente cuantificado
para generar una curva de calibracion especifica para cada microorganismo. Este procedimiento
tuvo como objetivo obtener una recta patréon que permitiera la semi-cuantificacion de cada
especie en una muestra analizada. La recta patron obtenida establece la relacion entre la
concentracién de cada diana y su valor de Ct (umbral de ciclo), facilitando asi la interpretacion
precisa de los resultados. En el caso de Lactobacillus spp., se utilizé como referencia el cultivo
de la especie L. crispatus, debido a su relevancia en la microbiota vaginal y su representatividad

dentro del género.

Una vez calculadas las rectas patron para cada microorganismo, el siguiente paso fue
establecer un punto de corte que diferenciara entre VB y microbiota vaginal normal, utilizando
una curva ROC. Para este analisis, se estudiaron un total de 194 muestras de exudado vaginal
del Hospital Universitario Vall d’"Hebrén (Grupo 1), previamente caracterizadas mediante tincion
de Gram y evaluadas con el método de Nugent. De las 194 muestras, 100 fueron clasificadas

como VB y 94 como microbiota normal segln el método de rutina.

Utilizando los valores de Ct de cada microorganismo obtenidos por PCR y aplicando la recta
patron establecida, se calculd el logaritmo de las copias/ul de G. vaginalis, F. vaginae y
Lactobacillus en cada muestra (Figura 20). Posteriormente, se establecié un cociente entre G.
vaginalis/F. vaginae y Lactobacillus spp. para evaluar la proporcidon de estos microorganismos
en cada muestra. Este cociente fue analizado mediante curva ROC, obteniéndose un punto de
corte de 1.25 (Figura 21). Este punto de corte se determiné con una sensibilidad del 93% con un
intervalo de confianza al 95% (IC) de 86.1-97.1 y una especificidad del 90.4% (IC 95%: 82.6-95.5).
Por lo tanto, seguin este método molecular, las muestras con un cociente igual o inferior a 1.25
se clasifican como VB, mientras que aquellas con un cociente superior se clasifican como

microbiota normal.
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Figura 20. Grafico de cajas y bigotes que muestra la cantidad de cada microorganismo en cada grupo
de muestras. A: muestras clasificadas como microbiota normal; B: muestras clasificadas como VB
seguin el método de Nugent. Los valores se expresan en logaritmo copias/pul.
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Figura 21. Curva ROC y diagrama de los resultados obtenidos para el rendimiento de la prueba
molecular en la clasificacion entre VB y microbiota vaginal normal. El drea bajo la curva es de 0.950,
lo que indica una excelente capacidad discriminatoria de la prueba para diferenciar entre ambas
condiciones. El error estandar es de 0.0164 y el valor de p es < 0.0001, lo que demuestra una
significancia estadistica elevada.

Abreviaturas: AUC, area bajo la curva; Sens, sensibilidad; Spec, especificidad.
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Ademas de la clasificacion anterior, se decidid establecer una clasificacion adicional en
cuatro grados para proporcionar un resultado mas detallado del estado de la microbiota, basado
en la cantidad de cada microorganismo presente. Esta clasificacién se obtiene a partir de los
mismos resultados previos, pero aplicando un andlisis distinto al logaritmo de la cuantificacion
obtenida. Para ello, cada diana se analiza de forma independiente y, en funcién del resultado
conjunto, se clasifica la muestra en uno de los grados definidos (Tabla 31). La interpretacién de

cada grado es la siguiente:

e Grado 1: corresponde con una microbiota normal, donde Unicamente estd presente
Lactobacillus spp. En este grado, se detecta Lactobacillus spp., mientras que G. vaginalis
y F. vaginae no son detectables.

e Grado 2: corresponde con una microbiota normal dominada por la presencia de
Lactobacillus spp., pero con deteccidén de G. vaginalis y/o F. vaginae. En este estado, se
observa amplificacién positiva de Lactobacillus spp. junto con G. vaginalis y/o F.
vaginae.

e Grado 3: corresponde a una microbiota asociada a VB. Lactobacillus spp. esta presente,
pero su dominancia es superada por G. vaginalis y/o F. vaginae. En este caso, se detecta
Lactobacillus spp., pero hay amplificacidn significativa de G. vaginalis y/o F. vaginae.

e Grado 4: corresponde con microbiota asociada a VB. Puede presentarse de dos
maneras: (1) con baja o nula presencia de Lactobacillus spp. y una alta presencia de G.
vaginalis y/o F. vaginae; o (2) con baja o nula presencia tanto de Lactobacillus spp. como

de G. vaginalis y/o A. vaginae.

Tabla 31. Clasificacién de la microbiota vaginal por el test molecular desarrollado.

Ratio > 1.25 Grado 1 Log LB >4, Log GV=0.002 y Log AV=0.002
Grado2 LoglB >3, Log GV 20.002 y/o Log AV >0.002
Ratio £1.25 Grado 3 Log LB >3, Log GV 20.002 y/o Log AV >0.002
Grado4 LoglB<3
Abreviaturas: GV: G. vaginalis; AV: A. vaginae; LB: Lactobacillus spp.

Aunque la clasificacion de Nugent y el test Vaginal Panel Real-Time PCR Kit emplean
métodos vy criterios distintos para el diagndstico de VB y la caracterizacion de la microbiota
vaginal, es posible establecer ciertas equivalencias entre ambas técnicas, ya que ambas evallan

la presencia y predominancia de bacterias especificas (Tabla 32).
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Tabla 32. Equivalencia entre el método de Nugent y el test Vaginal Panel Realtime PCR kit.

Microbiota presente Interpretacién Vaginal Puntuacion de
P panel realtime PCR kit Nugent

Solo Lactobacillus spp. esta presente. MN (G1) 0-3
0-3

Predominancia de Lactobacillus spp., pero MN (G2)

presencia de G. vaginalis y/o F. vaginae 4-6

Predominancia de G. vaginalis y/o F. vaginae VB (G3) 4-6

con presencia de Lactobacillus spp. 7-10

LactobaF///us §pp. €scaso 9 aL'Jsente con . VB (G4) 7-10

predominancia de G. vaginalis y/o F. vaginae

Ausencia de amplificacion de Lactobacillus VB (G4) 7-10

spp., G. vaginalis y F. vaginae
Abreviaturas: VB, vaginosis bacteriana; MN, microbiota normal; G1-4, grados 1 a 4.

4.4.1. Deteccion de Mobiluncus spp., Megasphaera spp. y BVAB-2

Debido al caracter polimicrobiano de la VB, se decidid valorar la inclusién en el algoritmo
definido de otras bacterias asociadas a esta condiciéon: Mobiluncus spp., Megasphaera spp. y

BVAB-2.

Para este analisis, se seleccionaron al azar 71 muestras del Hospital Universitario Vall
d’Hebron (Grupo 1), 37 muestras clasificadas como VB y 34 como microbiota normal. Al aplicar
el algoritmo previamente detallado, se identificaron 18 muestras con resultados discrepantes:
11 muestras clasificadas como VB fueron categorizadas como microbiota normal y 9 muestras

clasificadas como microbiota normal fueron categorizadas como VB.

Todas las muestras fueron analizadas utilizando oligonucledtidos y sondas disefiados para
la deteccion especifica de Mobiluncus spp. Se obtuvo amplificacion positiva en 26 muestras, con

un rango de valores de Ct entre 19 y 34, y en 28 muestras con un rango de Ct entre 24 y 37.

Ademas, se analizaron 35 muestras (21 clasificadas como VB y 14 como microbiota normal)
con oligonucledtidos y sondas especificas para Megasphaera spp. y BVAB-2. De las muestras
clasificadas como VB, 7 presentaron amplificacion positiva para ambos microorganismos,
mientras que, de las clasificadas como microbiota normal, 2 resultaron positivos para

Megasphaera spp. y 1 para BVAB-2.

Los resultados detallados de este andlisis se presentan en la Tabla 33, que muestra la
presencia de Mobiluncus spp., Megasphaera spp. y BVAB-2 en las diferentes muestras

analizadas.
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Tabla 33. Resultados del andlisis de Mobiluncus spp., Megasphaera spp. y BVAB-2 en muestras
clasificadas como VB y microbiota normal.

VB (n =37) Microbiota normal (n = 34)
Positivas Negativas Positivas Negativas
Mobiluncus spp. 26 (70.3%) 11 (29.7%) 28 (82.4%) 6 (17.6%)
VB (n=21) Microbiota normal (n = 14)
Positivas Negativas Positivas Negativas
Megasphaera spp. 7 (33.3%) 14 (66.7%) 2 (14.3%) 12 (85.7%)
BVAB-2 7 (33.3%) 14 (66.7%) 1(7.1%) 13 (92.9%)

Abreviaturas: VB, vaginosis bacteriana; BVAB-2, bacterias asociadas a VB tipo 2

Ante estos resultados, se decidié realizar un andlisis adicional de las muestras que
presentaron discrepancias entre el método de referencia (Nugent) y el algoritmo disefiado, con
el fin de refinar la precision del algoritmo (Tabla 34). Todas las muestras analizadas presentaron
amplificacidon positiva para Lactobacillus spp., lo que confirma su presencia en ambas

condiciones.

Tabla 34. Resultados del analisis de F. vaginae, G. vaginalis, Mobiluncus spp., Megasphaera spp y
BVAB-2 para las muestras discrepantes.

Nugent G. vaginalis F. vaginae Megasphaera spp. BVAB-2 Mobiluncus spp.
Pos Ct Pos Ct Pos Ct Pos Ct Pos Ct

VB(n=11) 7(63.6%) 21-28 3(27.3%) 26-28 0 - 0 - 8(72.7%) 23-32

MN(n=9) 9(100%) 14-25 5(55.6%) 15-28 1(11.1%) 17 1(11.1%) 16  4(44.4%) 24-31

Abreviaturas: VB, vaginosis bacteriana; Pos, positiva; MN, microbiota normal; BVAB-2, bacterias asociadas
a VB tipo 2.

Las muestras clasificadas como microbiota normal segun el método de Nugent presentaron
altas concentraciones de G. vaginalis y F. vaginae, e incluso amplificacion en un caso de
Megasphaera spp. y BVAB-2, lo que llevé a su clasificacion como VB en el algoritmo propio. Por
otro lado, las muestras clasificadas como VB por Nugent mostraron una menor tasa de
resultados positivos y valores de Ct mas bajos tanto para G. vaginalis como para F. vaginae.
Aunque Mobiluncus spp. amplificé en un mayor nimero de muestras positivas para VB en

comparacién con microbiota normal, los valores de Ct fueron muy similares en ambos casos.

4.5. PCRatiempo real

Para la optimizacion de las condiciones de qPCR, se establecieron las siguientes

especificaciones:
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e La combinacidn final de oligonucleétidos y sondas TagMan para cada microorganismo
debe presentar una sensibilidad analitica igual o inferior a 10 copias/ul (50
copias/reaccion).

e Especificidad del 100%

e Punto de corte de Ct establecido en 40 ciclos.

e Volumen final de mezcla de PCR ajustado a 20 pl por tubo.

Inicialmente, se optimizo el ensayo en formato singleplex (qPCR individual para cada diana),
para determinar las condiciones dptimas de oligonucleétidos y sondas que permitieran una
amplificacion eficiente y especifica de cada microorganismo. Una vez definidas estas
condiciones y seleccionados los oligonucledtidos y sondas a utilizar, se procedié al ajuste de la
PCR en formato multiplex (QPCR multiple). En esta etapa, se realizaron numerosas pruebas
variando las concentraciones de oligonucleétidos y sondas para cada diana, hasta lograr que
todas alcanzaran una sensibilidad similar igual o inferior a 10 copias/ul. Se probaron
concentraciones de cebadores entre 100 y 800 nM, y de sondas entre 60 y 500 nM. El objetivo
fue identificar las condiciones en las que la sefial de fluorescencia alcanzara al menos 3000-5000
unidades de fluorescencia relativa (RFU). Para ello, se utilizaron muestras control cuantificadas.
Del mismo modo, se ajustaron las concentraciones de oligonucleétidos y sondas para el control
interno, asegurando que también cumplieran con los requisitos de sensibilidad y especificidad

establecidos.

La optimizacion de la qPCR también incluye el ajuste del programa de amplificacion. Se
tomaron como referencia las condiciones recomendadas por el fabricante del master mix, y se
ajusto la temperatura de alineamiento (annealing) en funcién de los oligonucleétidos disefiados.
Se ensayaron temperaturas de alineamiento en un rango de 55 a 64 °C para identificar aquella

que ofreciera la mejor combinacién de sensibilidad y especificidad.

Dado que los termocicladores convencionales cuentan con cinco canales de deteccién y se
requiere la identificacion de mas de cinco dianas, se decidié dividir la deteccion de los distintos
microorganismos en dos tubos de reaccidon. Esta estrategia permite asignar cada canal del
equipo a la deteccion de un microorganismo especifico, optimizando la capacidad del

termociclador y minimizando posibles interferencias entre las reacciones.
4.5.1. Optimizacién deteccion del género Candida

Para la optimizacion del disefio para la deteccién de Candida, se analizaron muestras clinicas

cedidas por el Hospital Universitario Lozano Blesa y el Hospital Universitario Virgen de las Nieves
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(Grupo 1). Para investigar las discordancias, se utilizaron tres métodos complementarios:

cultivo, gPCR con un test comercial y secuenciacion.

4.5.1.1. Especies Candida no albicans
En las muestras del Hospital Universitario Virgen de las Nieves, se observaron 7 resultados
discordantes. En estas 7 muestras, el método en evaluaciéon no logré detectar Candida no

albicans.

Para analizar estas discordancias, se incluyeron como controles dos muestras previamente
identificadas de forma precisa por ambos métodos: una positiva para C. albicans (n2 muestra
41223183) y otra positiva para Candida spp. (n? muestra 41223244). En todos los casos, se
verificd la amplificacién de la diana ARNsa P humana, lo que descarté la posibilidad de

degradacion de las muestras como causa de los resultados discordantes.

Caracterizacion por cultivo

Todas las muestras fueron sembradas inicialmente en placas de agar sangre, y las colonias
obtenidas fueron subcultivadas en agar Sabouraud Dextrose Chloramphenicol. Posteriormente,
se realizd PCR directamente a partir de las colonias. Tras este andlisis, se llevaron a cabo cultivos

adicionales en medio RPMI para completar la caracterizacién.

Los resultados obtenidos tras la incubacion incluyen tanto la observacién macroscépica de
las colonias en las placas como las caracteristicas detectadas mediante observacion al
microscopio. Ademas, se incluyen los resultados previamente obtenidos con el test de rutina del
hospital y los obtenidos con el test en evaluacion, para una comparacion integral de todos los

métodos (Tabla 35).

Las muestras utilizadas como control garantizaron la verificacion de todos los
procedimientos realizados. La caracterizacién de estas muestras reporté el mismo resultado, no

detectandose Candida no albicans en ningln caso.

Caracterizacion por otra PCR

Para descartar que las especies de Candida no albicans no detectadas fueran C. glabrata o
C. kruisei, se analizaron las colonias obtenidas con el test BIOGX Candida albicans, Candida
glabrata, Candida krusei, Trichomonas vaginalis Open System PCR Reagents. En todos los casos

se obtuvo el mismo resultado que con el test en evaluacién.
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41300599

41300757

41223250
41223251

41300758
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41223244

Resultados

Tabla 35. Resultados obtenidos en el andlisis de las muestras discrepantes, incluyendo las muestras utilizadas como control. Se muestran los resultados de PCR
obtenidos con el método de referencia y el test en evaluacion, los resultados de los diferentes cultivos y los resultados de la PCR de colonias, métodos realizados para

analizar las discrepancias.

Allplex Vaginitis

. Cultivo en agar sangre
Screening assay

Test en evaluacion

C. albicans Candlcia C. albicans C. krusei/ C""d"j’“ . Observacion al
(ct) otros (ct) C. glabrata spp- Observacion placa microscopio
(Ct) (Ct) (ct) P
2 ND 24.27 ND ND Colonias blancas con Levaduras forma de
forma estrella huevo
Colonias blancas redondas
30,6 37 23.20 ND ND Levaduras
con aspecto cremoso
25 34 24.43 ND ND Colonias blancas con forma Levaduras
estrella
27 33 24.26 ND ND Colonias blancas redondas Levaduras
y con forma de estrella
29 33 24.27 ND ND Colonias blancas redondas Levaduras
ND 39 ND ND ND Colonias grandes, grisaceas Proteo/er?terobacte
con aspecto mucoso ria
ND 31 ND ND ND No crecimiento -
ND 31 ND ND ND Colonias redondas Bacterias; no
levaduras
ND 25 ND ND 23.21 Colonias redondas Levaduras

! Candida otros incluye la deteccién de C. krusei, C. glabrata, C. dubliniensis, C. parapsilosis, C. tropicalis y C. lusitaniae.
2 Candida spp.: incluye la deteccidn de C. dubliniensis, C. parapsilosis y C. tropicalis.
Abreviaturas: ND, no detectado; ALB, C. albicans.

Resultado siembra agar
Sabouraud Dextrose
Chloramphenicol

Colonias forma estrella
Colonias redondas

Colonias forma estrella

Estria redonda: colonias
redondas

Estria estrella: colonias

redondas y alguna
estrella

Colonias redondas
No se siembra por

ausencia de levaduras
No se siembra por

ausencia de levaduras
No se siembra por

ausencia de levaduras
Colonias redondas

Resultado
PCR de
colonias

ALB
ALB
ALB

ALB

ALB

ALB

NO ALB
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4.5.1.2.  Especie C. albicans

En el andlisis de muestras positivas para C. albicans provenientes del Hospital Universitario
Lozano Blesa, se identificaron 5 muestras positivas en cultivo que no fueron detectadas
mediante la PCR disefiada. Para determinar si esta discrepancia se debia a un problema en el
disefio de los oligonucleétidos o a la conservacion de las muestras, se decidié enviar estas

muestras a secuenciacion.

Las 5 muestras, junto con una muestra control positiva para C. albicans, fueron amplificadas
por qPCR utilizando oligonucledtidos especificamente disefiados para secuenciacion.
Posteriormente, los productos de amplificacién fueron analizados mediante electroforesis en
gel de agarosa para verificar el tamafio del fragmento amplificado. Una vez confirmado el

resultado, el producto de PCR fue purificado y enviado al servicio de secuenciacion.

En todas las muestras, se obtuvo un resultado positivo de amplificacién, confirmando la

presencia de un fragmento entre 300 y 400 pb (Figura 22).

500

300
200

100
pb

Figura 22. Electroforesis en gel de Agarosa de los productos de PCR de las 6 muestras analizadas. En
la imagen se muestra la muestra control (2) junto con las 5 muestras discrepantes (3-7). La muestra
1 corresponde al control negativo del ensayo donde no se observé banda ni amplificacion.
Abreviaturas: PM, marcador de peso molecular de 100 pb.

Tras recibir los resultados de la secuenciacidn, se procedid al andlisis detallado de las
secuencias obtenidas. En la Figura 23 se muestran los alineamientos de las secuencias derivadas
de las 5 muestras junto con la secuencia de referencia consensuada para C. albicans. El analisis
de estos alineamientos permitid identificar la presencia de mutaciones puntuales en las regiones

de unidn de los oligonucledtidos y sondas disefiados para la deteccion de esta especie.

En base a estos hallazgos, se llevé a cabo un redisefio estratégico de los oligonucledtidos y

sondas, considerando las mutaciones detectadas. Este redisefio permitid corregir las
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deficiencias del disefio original, solucionando el problema de deteccion de C. albicans en las

muestras afectadas.

Muestra.3 = —————————————————o AATACCCGCATCGATGAAGAACGCAGCGAAATGCGATACGTA 42
Muestra.2 CGTACTCGCATCGATGAAGAACGCAGCGAAATGCGATACGTA 42
Muestra.4 = —-—-———-—-—-—-—o-o- GTTCTCGCATCGATGAAGAACGCAGCGAAATGCGATACGTA 41
Muestra.5 = —-—-—-—-—----o- CATGCCTCTCGCATCGATGAAGAACGCAGCGAAATGCGATACGTA 45
Referencia TTCAACAACGGATCTCTTGGTTCTCGCATCGATGAAGAACGCAGCGAAATGCGATACGTA 60
Muestra.l — —————————————————o TTCTCGCATCGATGAAGAACGCAGCGAAATGCGATACGTA 40
:‘k Ak hkhkhkhhhkhkhkhkhkhkhhhkhhkhkhkhhhhkrrkhkhkhhkhhkxxkk
Muestra.3 ATATGAACTGCAGATATTCGTGAATCATCGAATCTTTGAACGCACATTGCGCCCTCTGGT 102
Muestra.2 ATATGAATTGCAGATATTCGTGAATCATCGAATCTTTGAACGCACATTGCGCCCTCTGGT 102
Muestra.4 ATATGAATTGCAGATATTCGTGAATCATCGAATCTTTGAACGCACATTGCGCCCTCTGGT 101
Muestra.5 ATATGAACTGCAGATATTCGTGAATCATCGAATCTTTGAACGCACATTGCGCCCTCTGGT 105
Referencia ATATGAATTGCAGATATTCGTGAATCATCGAATCTTTGAACGCACATTGCGCCCTCTGGT 120
Muestra.l ATATGAA-TTCAGATATTCGTGAATCATCGAATCTTTGAACGCACATTGCGCCCTCTGGT 99
LR R S SRR RS SRS RS RS R RS RS RS R EEEEEEEEEEESESESESES]
Muestra.3 ATTCCGGAGGGCATGCCTGTTTGAGCCTCGTTTCTCCCTCAAACCGCTGGGTTTGGTGTT 162
Muestra.2 ATTCCGGAGGGCATGCCTGTTTGCGCGTCGTTTCTCCCTCAAACCGCTGGGTTTGGTGTT 162
Muestra.4 ATTCCGGAGGGCATGCCTGTTTGGGCGTCGTTTCTCCCTCAAACCGCTGGGTTTGGTGTT 161
Muestra.5 ATTCCGGAGGGCATGCCTGTTTGGGCGTCGTTTCTCCCTCAAACCGCTGGGTTTGGTGTT 165
Referencia ATTCCGGAGGGCATGCCTGTTTGAGCGTCGTTTCTCCCTCAAACCGCTGGGTTTGGTGTT 180
Muestra.l ATTCCGGAGGGCATGCCTGTTTGGGCGTCGTTTCTCCCTCAAACCGCTGGGTTTGGTGTT 159
LR RS E SRS E SRS E SRS ESESESE IS IEESESEEEEEEESEEEEEEEESESESESESESE S
Muestra.3 GAGCA-ATACGACTTGGGTTTGCTTGAAAGACGGTAGTGGTAAGGCGGGATCGCTTTGAC 221
Muestra.2 GAGCA-ATACGACTTGGGTTTGCTTGAAAGACGGTAGTGGTAAGGCGGGATCGCTTTGAC 221
Muestra.4 GAGCA-ATACGACTTGGGTTTGCTTGAAAGACGGTAGTGGTAAGGCGGGATCGCTTTGAC 220
Muestra.5 GAGCA-ATACGACTTGGGTTTGCTTGAAAGACGGTAGTGGTAAGGCGGGATCGCTTTGAC 224
Referencia GAGCA-ATACGACTTGGGTTTGCTTGAAAGACGGTAGTGGTAAGGCGGGATCGCTTTGAC 239
Muestra.l GAGCGAATACGACTTGGGTTTGCTTGAAAGACGGTAGTGGTAAGGCGGGATCGCTTTGAC 219
****. AR RS R SRS E SR SR SRS EEEEEEEEEEESERERESESEEEESESESESESESESE S
Muestra.3 A-ATGGCTTAGGTCTAACCAAAAACA-TTGCTTGCGGCGGTGGTAACGTCTACCACGTAT 279
Muestra.?2 A-ATGGCTTAGGTCTAACCAAAAACATTCGCTTGCGGC---GGTAACGTCTACTACGTAT 277
Muestra.4 A-ATGGCTTAGGTCTAACCAAAAAC-ATTGCTTGCGGC—--GGTAACGTCTACTACGTAT 275
Muestra.5 A-ATGGCTTAGGTCTAACCAAAAAC-ATTGCTTGCGGC—--GGTAACGTCCACCACGTAT 279
Referencia A-ATGGCTTAGGTCTAACCAAAAAC-ATTGCTTGCGGC---GGTAACGTCYACCACGTAT 294
Muestra.l GAATGGCTTAGGTCTAACCAAAAACTATTGCTTGCGGC--~GGTAACGTCTACTACGTAT 276
Kk ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok kkkkkkkkx * kkkkkkkkk khkkkkkkkk kk kkkkkk
Muestra.3 ATCTTCAAACT-TGACCTCAAATCAGGTAGGACTACCCGCTGAACATAAGCATATCAATA 338
Muestra.?2 ATCTTCAAACTTTGACCTCAAATCAGGTAGGACTACCCGCTGAACTTAAGCATATCA-—— 334
Muestra.4 ATCTTCAAACT-TGACCTCAAATCAGGTAGGCCTACCCGCTGAACTTAAGCTTATCAAAA 334
Muestra.5 ATCTTCAAACTTTGACCTCAAATCAGGTAGGAGAACCCGCTGAACTTAAGCATATCAATA 339
Referencia ATCTTCAAACTTTGACCTCAAATCAGGTAGGACTACCCGCTGAACTTAAGCATATCAAWA 354
Muestra.l ATCTTCAAACTTTGACCTCAAATCAGGTAGGACTACCCGCTGAACTTAAGCATATCAATA 336

KK AKAKKKAK K KKK KAKRKRKRA KA KK KKK sk Ak KAKAK KKK s kKKK K + kKKK K

Figura 23. Alineamiento de las secuencias obtenidas de las 5 muestras discordantes para C. albicans
en comparacién con la secuencia de referencia. Los asteriscos (*) indican posiciones donde todas las
secuencias coinciden. Las posiciones marcadas con un punto (.) o dos puntos (:) representan
coincidencias parciales o sustituciones conservativas, respectivamente. Los espacios en blanco
indican posiciones de discordancia.

4.5.2. Master mix para la gPCR

Se evaluaron diversos master mixes de diferentes casas comerciales para identificar el que
ofreciera los mejores resultados en términos de sensibilidad, especificidad y estabilidad.
Ademas, uno de los requisitos fundamentales era que el mix seleccionado fuera apto para
liofilizacidon. Para cumplir con estos criterios, se llevaron a cabo pruebas exhaustivas con

productos de las marcas Promega, New England Biolabs, Apto-Gen y Meridian Bioscience.

En las etapas iniciales del disefio del test, se comenzé la optimizacién utilizando el master

mix de Promega. Esta eleccion se baso en la experiencia previa con este producto, que habia
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demostrado resultados consistentes de sensibilidad y especificidad. Paralelamente, se evalué el
mix de New England Biolabs, explorando su desempefio en comparacién con el mix de Promega.
Conforme avanzaba el disefio del test, se incorporaron a las pruebas los master mixes de Apto-
Gen y Meridian Bioscience. Para determinar la mejor opcidén, se analizaron los siguientes
pardmetros: sensibilidad, la intensidad de sefal o fluorescencia (tanto en fresco como en

liofilizado) y la especificidad de la amplificacion.

En la comparacién directa entre los diferentes master mixes, se descartaron tanto el
producto de Promega como el de New England Biolabs. Aunque inicialmente se obtuvieron
buenos resultados, estos mixes mostraron valores de fluorescencia inferiores y una menor
sensibilidad, con amplificaciones que se retrasaban aproximadamente 2 ciclos de Ct en
comparacién con las otras alternativas. Tras descartar los master mixes de Promega y New
England Biolabs, se centraron los experimentos en la comparacién entre Apto-Gen y Meridian
Bioscience. Se procedié a la realizacidon de pruebas para evaluar tres variantes de los master

mixes de Meridian Bioscience con el objetivo de identificar la opcidn mas adecuada.

En el punto de realizacién de estos ensayos, el mix de PCR se componia de dos tubos de
reaccion: tubo A, que incluye la detecciéon de G. vaginalis/F. vaginae en el canal FAM,
Lactobacillus spp. en el canal HEX, T. vaginalis en Cy5 y el control interno en Texas red; vy, tubo
B que incluye C. glabrata en FAM, C. albicans en HEX, C. krusei en Cy5 y el control interno en

Texas red.

En el andlisis del control positivo del test, se observaron resultados muy similares entre los
master mixes MM2 y MM3, con una diferencia mdxima de 0.4 Cts para todas las dianas
evaluadas. En contraste, el master mix MM4 presentd mayores diferencias al compararse con
MM2 y MM3. Las diferencias mds notables se identificaron en las dianas Lactobacillus y del
control interno. Para la diana Lactobacillus, el MM3 mostrd una ventaja en sensibilidad,
amplificando 2.2 Cts antes que MM4. En comparacion, el MM2 superé a MM4 en 1.7 Cts,
mostrando también mayor sensibilidad en esta diana. Para la diana del control interno, el MM4
demostré la mejor sensibilidad, con amplificaciones 1.8-2 Cts antes que MM2 y MM3. La
diferencia entre MM4 y MM2 en esta diana oscil6 entre 1.5 y 1.8 Cts, favoreciendo nuevamente

al MM4.

En el andlisis especifico por diana, el MM3 se destacé como mas sensible y consistente en
las dianas G. vaginalis/F. vaginae y Lactobacillus. EI MM4 mostré amplificaciones mas
tempranas en la diana del control interno en ambos tubos, ademas de una ligera amplificacién

mas temprana en la diana T. vaginalis, aunque con diferencias minimas. Para las dianas C.
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glabrata, C. albicans y C. krusei, MM4 proporciond los mejores resultados de sensibilidad, con
amplificaciones mas tempranas en todos los casos. En estas dianas, MM3 presentd valores

promedio ligeramente mas altos que MM4, pero menores diferencias entre réplicas.

Los resultados obtenidos resaltan que MM4 es el master mix con los mejores resultados de
sensibilidad global, especialmente en las dianas del control interno y las asociadas a especies de
Candida. MM3, aunque algo menos sensible para las dianas de las especies de Candida, T.
vaginalis y el control interno, mostrd resultados mas consistentes entre réplicas en todas las
dianas evaluadas. Finalmente, MM2 mostrd peores resultados de sensibilidad en todas las

dianas en comparacién con los otros master mixes.

En la Tabla 36 se presentan los valores de Ct obtenidos para cada master mix y cada diana,
lo que permite observar las diferencias en sensibilidad entre los master mixes evaluados. En la
Figura 24 se muestra una comparacién grafica de los promedios de Ct para cada diana,
destacando visualmente las tendencias observadas en los resultados y facilitando Ia

interpretacion de los resultados.

Tabla 36. Resultados de Ct para el control positivo con diferentes master mixes de Meridian
Bioscience. MM2: Lyo-ready One-step RT-qPCR mix; MM3: Lyo-ready gPCR Mix; MM4: Lyo-ready
dUTP 1-Step RT-qPCR virus mix.

Valores Ct — Tubo A Valores Ct — Tubo B

GV/FV LB cl TV CG CA Cl CK
Master mix FAM HEX TEXAS CY5 Master mix FAM HEX TEXAS CY5
MM2 28,90 29,38 29,64 30,71 MM2 28,59 28,40 29,92 28,44
MM2 28,68 29,16 29,36 30,60 MM2 28,34 28,17 29,55 28,19
MM2 28,66 29,21 29,71 30,61 MM2 28,37 28,22 29,95 28,21
MM3 28,38 28,87 29,74 30,35 MM3 28,30 28,10 29,95 28,01
Mm3 28,36 28,83 30,03 30,24 Mm3 28,29 28,08 30,20 28,02
MM3 28,27 28,73 29,60 30,32 MM3 28,22 28,03 29,77 27,94
MM4 28,43 30,94 28,08 29,87 MM4 28,08 27,56 28,23 27,73
MM4 28,34 30,69 28,06 29,84 MM4 28,04 27,50 28,23 27,63
MM4 28,52 31,24 27,93 29,97 MM4 28,20 27,71 27,61 27,87

Abreviaturas: GV, G. vaginalis; FV, F. vaginae; LB, Lactobacillus spp.; Cl, control interno; TV, T. vaginalis;
CG, C. glabrata; CA, C. albicans; CK, C. krusei.
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Figura 24. Comparacion de valores promedio de Ct entre master mixes para distintas dianas.
Diagrama de barras que muestra la comparacion de los valores promedio de Ct para las diferentes
dianas GV/AV, LB, Cl, TV, CG, CA, CK entre los tres master mixes (MM2, MM3, MM4).

Abreviaturas: GV, G. vaginalis; FV, F. vaginae; LB, Lactobacillus spp.; Cl, control interno; TV, T. vaginalis;
CG, C. glabrata; CA, C. albicans; CK, C. krusei; MM2: Lyo-ready One-step RT-gPCR mix; MM3: Lyo-ready
PCR Mix; MM4: Lyo-ready dUTP 1-Step RT-qPCR virus mix.

También se realizd una comparacion de los resultados de amplificacién en RFU para cada
diana entre los diferentes master mixes, como se muestra en la Figura 25. Este analisis
complementa la comparaciéon de los valores de Ct al evaluar también la intensidad de
fluorescencia generada durante la amplificacién, proporcionando una vision mas completa del
desempeno de cada mix en términos de sensibilidad y especificidad. Se llevo a cabo una
comparacion de los niveles mas altos de fluorescencia alcanzados por cada master mix y para

cada diana.

Se observd un resultado muy similar en términos de fluorescencia entre los tres master
mixes para la mayoria de las dianas, con algunas diferencias. En general, el MM3 presentd
mayores niveles de fluorescencia en la mayoria de las dianas, salvo en las dianas control interno
(A) y C. krusei, donde el MM4 mostré valores ligeramente superiores. En particular, para la diana
Lactobacillus, el MM4 presentd aproximadamente la mitad de fluorescencia en comparacion
con el MM3, lo que se tradujo en una menor sensibilidad para la deteccién de esta diana. Sin
embargo, para el control interno (A), el MM4 mostré un tercio mas de fluorescencia que el MM3,

posicionandose como el mas eficiente para esta diana.

Ante los buenos resultados de sensibilidad y fluorescencia obtenidos, se selecciond el

master mix MM3 de la marca Meridian Bioscience para continuar con la optimizacion del test.
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Figura 25. Comparacion de fluorescencia entre los tres tipos de master mixes de la casa comercial Meridian Bioscience. Los resultados muestran valores de
RFU muy similares entre los diferentes master mixes para la mayoria de las dianas. Sin embargo, se observaron diferencias significativas en dos casos
especificos: Lactobacillus spp., donde el MM2 presenté aproximadamente el doble de fluorescencia en comparaciéon con el MM3, lo que refleja una mayor
intensidad de sefial para esta diana; y, el Control interno (A), donde el MM3 mostré un tercio mas de fluorescencia, destacandose como el mas eficiente en

esta diana.
Abreviaturas: RFU, unidades relativas de fluorescencia.
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En este punto, el disefio del test presentaba la siguiente configuracion: en el tubo A,
deteccion de G. vaginalis en el canal FAM, Lactobacillus spp. en el canal HEX, F. vaginae en el
canal Texas Red, T. vaginalis en el canal Cy5 y el control interno en el canal Q705; y en el tubo
B, deteccion de C. glabrata en el canal FAM, C. albicans en el canal Texas Red, C. krusei en el
canal Cy5, Candida spp. en el canal HEX y el control interno en el canal Q705. Se procedid a
comparar el rendimiento del master mix de la marca Meridian Bioscience con el de la marca
Apto-Gen. Para esta comparacion, se analizaron los valores de Ct y los niveles de fluorescencia
obtenidos a partir de tres muestras positivas correspondientes a las diferentes dianas del test,
ademas del control positivo (Tabla 37). Este analisis permitio evaluar el desempefio relativo de

ambos master mixes bajo condiciones equivalentes.

En todas las dianas, excepto en la del control interno, se obtuvo mejor sensibilidad y
amplificacion mds temprana con el MM3. Sin embargo, la diana del control interno mostré un
comportamiento variable dependiendo de la muestra analizada. Esta variabilidad se atribuye a
gue su concentracion en la mezcla de reaccidon es menor, con el objetivo de no comprometer la
sensibilidad de las demas dianas en caso de un resultado positivo. Al excluir esta diana del
analisis, las diferencias en Ct entre los master mixes oscilaron entre 0.3 y 3.4 Cts, siendo las
mayores diferencias observadas en las dianas T. vaginalis, C. glabrata y C. krusei. El control
interno presentd resultados menos consistentes. En algunas muestras se logré mejor

amplificacion con el MM3, mientras que en otras el MM1 amplificé antes.

Tabla 37. Resultados de Ct para cada muestra y el control positivo con el master mix de Meridian
Bioscience y Apto-Gen. MM1: Apto-Gen; MM3: Meridian Bioscience.

MM3 - TUBO A MM1 -TUBO A
GV LB v TV  C GV LB Vo TV«
Muestra | . v HEX TEXAS CY5 Q705 FAM  HEX TEXAS CY5 Q705
cP 31,37 2858 30,06 3022 29,71 3298 2930 30,97 3221 30,07
cP 3228 2876 29,97 2842 29,84 32,98 2928 30,63 33,20 29,64
M1 3523 N/A 3423 N/A 3443 3801 N/A 3520 N/A 34,63
M1 3750 N/A 3626 N/A 3404 363 N/A 3525 N/A 34,34
M2 N/A  N/A  N/A 339 3412 N/A N/A  N/A 3515 33,01
M2 N/A  N/A  N/A 3415 3319 N/A  N/A  N/A 3473 3331
M3 N/A 3494 N/A N/A 3658 N/A 357 N/A N/A 3568
M3 N/A 3461 N/A N/A 3708 N/A 347 N/A N/A 3627
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Continuacion Tabla 37

MMS3 - TUBO B MM1 -TUBO B
CG CPP CA C C CG CSPP CA CK Cl
Muestra  \\1  HEX TEXAS CY5 Q705 FAM  HEX TEXAS CY5 Q705
cP 31,03 33,40 30,71 31,99 29,85 33,04 3423 32,07 33,62 30,10
cP 31,00 3343 31,02 31,65 29,52 3295 33,97 32,14 33,45 29,80
M1 N/A 3345 N/A 3481 3429 N/A 3463 N/A 3848 33,52
M1 N/A 3352 N/A 3609 3410 N/A 3435 N/A 37,36 33,71
M2 3485 3590 3413 N/A 3342 3652 3616 3528 N/A 33,93
M2 3510 3503 3433 N/A 3335 368 3547 3477 N/A 33,39
M3 N/A 3612 N/A N/A 3834 N/A 3654 N/A N/A 3591
M3 N/A 3620 N/A N/A 3619 N/A 3629 N/A  N/A 3430

Abreviaturas: N/A, no amplifica; CP, control positivo; M1-3, muestra 1-3; GV, G. vaginalis; FV, F. vaginae;
LB, Lactobacillus spp.; Cl, control interno; TV, T. vaginalis; CG, C. glabrata; CA, C. albicans; CK, C. krusei;
CSPP, Candida spp.

Asimismo, se realizé una comparacion de los resultados de fluorescencia para cada diana y
cada muestra entre ambos master mixes, como se muestra en la Figura 26. A diferencia de la
comparacion realizada entre los master mixes de Meridian Bioscience, en este caso no se
observé un patrén uniforme en los niveles de fluorescencia. En las dianas marcadas con los
fluoréforos FAM y HEX, los niveles de fluorescencia fueron mas altos con el MM1, lo que indica
un mejor desempefio de este mix en dichas dianas. Por el contrario, en las dianas marcadas con
Texas Red y Cy5, los valores de fluorescencia fueron ligeramente superiores con el MM3. En el
control interno, en ambos tubos, los niveles de fluorescencia fueron similares entre los dos
master mixes, sin diferencias significativas. Las mayores diferencias se identificaron en el control
positivo, especificamente en las dianas G. vaginalis y Lactobacillus spp., donde los niveles de
fluorescencia fueron 3.5 veces menores y 1.8 veces menores, respectivamente, con el MM3 en
comparacién con el MM1. Cabe destacar que en ningln caso se observaron resultados de

amplificacion inespecifica.

Finalmente, se selecciond el master mix MM3 de la casa comercial Meridian Bioscience
como candidato final para la mezcla de PCR, ya que presentd el mejor desempefio en términos

de sensibilidad y éptimos resultados en fluorescencia, sin reportar problemas de especificidad.
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Figura 26. Comparacion de fluorescencia entre los master mixes de Meridian Bioscience (MM3) y Apto-Gen (MM1). Se observaron diferentes niveles de RFU
dependiendo de la diana y la muestra analizada, sin un patréon uniforme entre los casos. Las diferencias mas significativas se identificaron en el control positivo,
particularmente en las dianas G. vaginalis y Lactobacillus spp., donde los niveles de fluorescencia fueron 3.5 y 1.8 veces menores respectivamente con el MM3.

Abreviaturas: RFU, unidades relativas de fluorescencia.
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4.5.3. Control interno del kit

Desde los primeros disenos, se propuso la inclusién de un control interno en la mezcla de
reaccion de gPCR para asegurar la calidad tanto del montaje del ensayo como del proceso de
amplificacion. Como control, se consideré el uso del bacteriéfago MS2, un microorganismo
exdgeno a las infecciones a estudio. Sin embargo, tras el disefio y optimizacion de esta diana en
ensayos de gPCR, tanto en singleplex como en multiplex, y revisidn bibliografica, se decidid
reemplazar este control. Como alternativa, se selecciond la inclusién de un control interno
enddgeno, considerando el gen ARNsa P humano y el gen B-globina como opciones, debido a su
amplio uso como genes control (housekeeping genes) en ensayos moleculares [128,129]. Este
cambio no solo permite verificar la precision del montaje y la amplificacién, sino también
controlar la calidad de la toma de muestra, su transporte, procesamiento y la extraccion del

material genético.

Se estudid la sensibilidad y especificidad de ambos controles y se obtuvo un resultado muy
equivalente. Por ser mds ampliamente utilizado en el tipo de muestra a estudio, se decidio incluir
el gen ARNsa P humano. La inclusién de este gen implico el diseio de oligonucledtidos y sondas

especificos para su deteccidn y la consecuente optimizacién de la diana en la mezcla de qPCR.

Se evalué también la posibilidad de incluir en cada tubo de reaccién un control diferente, en
un tubo el bacteriéfago MS2 y en el otro tubo el gen ARNsa P humano. Sin embargo, se concluyd
que el uso de ARNsa P humano en los dos tubos era un indicador mds robusto para verificar
tanto el montaje del ensayo como la posible presencia de inhibidores en la muestra, que podrian

afectar negativamente la reaccién.

Finalmente, se optimizd la amplificacion del control interno en ambos tubos de reaccion,
ajustando las condiciones para evitar que esta amplificacion compitiera con las otras dianas
incluidas en el test, con el objetivo de asegurar que la detecciéon del gen ARNsa P humano

permita el control de la muestra y el proceso sin interferir en la sensibilidad.
4.5.4. Condicién final

Para la composicién final del test, se selecciond el master mix de la casa comercial Meridian
Bioscience a concentracidon 1x, ya que demostré un desempefio éptimo en términos de

sensibilidad y especificidad.

La reaccidn de qPCR se optimizé para un volumen final de 20 pl. En el proceso de ajuste de
sensibilidad en multiplex, se evaluaron concentraciones de 100 a 800 nM para los

oligonucledtidos y de 60 a 500 nM para las sondas TagMan, hasta lograr la configuracién mas
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eficiente para la deteccién precisa de todas las dianas. La concentracidn final de oligonucledtidos

y sondas optimizada para el test Vaginal panel realtime PCR kit se detalla en la Tabla 38.

Tabla 38. Concentracion final de oligonucledtidos y sondas TagMan en la mezcla de gPCR para el
test Vaginal panel realtime PCR kit.

Microorganismo Componente Concentracion (nM)
G. vaginalis Oligonucleétidos 400
Sonda TagMan 100
F. vaginae Oligonucleétidos 400
Sonda TagMan 80
Lactobacillus spp. Oligonucleétidos 400
Sonda TagMan 300
T. vaginalis Oligonucleétidos 500
Sonda TagMan 300
C. albicans Oligonucleétidos 800
Sonda TagMan 350
C. glabrata Oligonucleétidos 600
Sonda TagMan 350
C. krusei Oligonucleétidos 600
Sonda TagMan 300
C. parapsilosis Oligonucleétidos 600
Sonda TagMan 80
C. tropicalis Oligonucleétidos 600
Sonda TagMan 100
C. dublienensis Oligonucleétidos 600
Sonda TagMan 100
Control interno Oligonucleétidos 80
Sonda TagMan 100

Una vez ajustada la mezcla de gPCR, se procedié a la liofilizacidn de la misma, con el objetivo
de mejorar la conservacion del producto vy facilitar su uso. El mix liofilizado fue disefiado para
reconstituirse con 15 plL de una solucidn de reconstitucion, a la que se le afladen 5 uL de muestra

(ADN purificado) para completar el volumen total de reaccién.

La deteccion y diferenciacion de cada uno de los microorganismos se distribuye en dos tubos
de reaccién: VIRCELL VAG RT-PCR MIX A (tubo A) y VIRCELL VAG RT-PCR MIX B (tubo B). En el
tubo A se incluyen los oligonucledtidos y sondas para la deteccion de G. vaginalis (marcada con
el fluoréforo FAM), Lactobacillus spp. (HEX/VIC), A. vaginae (Texas Red/ROX) y T. vaginalis (Cy5),
mientras que en el tubo B se incluyen los oligonucleétidos y sondas para la deteccién vy
diferenciacion de las principales especies de Candida: C. albicans (Texas Red/ROX), C. glabrata
(FAM), C. krusei (Cy5) y Candida spp. (HEX/VIC). Ademas, en cada uno de los tubos se incluyen
oligonucledtidos y sondas para la deteccidn del control interno, gen ARNsa P humano, marcado

con el fluoréforo Quasar 705.
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El control positivo del test fue formulado utilizando gblocks sintéticos para cada una de las
dianas especificas del test y un pldsmido sintético para la diana ARNsa P humana, en un volumen
final de 100 ul (Tabla 39). Este control esta disefiado para permitir la amplificacion de todas las
dianas incluidas en el test. Para mejorar su conservacion, el control positivo también se
proporciona en formato liofilizado. Durante su desarrollo, se realizaron pruebas con distintos
adyuvantes hasta lograr optimizar la mezcla para obtener un resultado éptimo en el proceso de

liofilizacion.

Tabla 39. Componente y concentracidn del control positivo del test.

Componente Concentracion
gblockGVA-gC 5e-8 ng/uL
gblockAVA-gC 5e-8 ng/uL
gblockLACT-gC 5e-7 ng/uL

gblockTV2-G3HP2 2,5e-6 ng/uL
gblockCGLA-gC 1le-9 ng/uL
gblockCALB-gC S5e-7 ng/uL
gblockCKRU-gC 1e-9 ng/uL
gblockCPARA-gC 2,5e-7 ng/uL
RNAseP_pUC57 5e-5 ng/uL

Adyuvante 1 9%

Adyuvante 2 1%
Tris-EDTA pH 7 csp.

Abreviaturas: csp, cantidad suficiente para completar el volumen de reaccidn.

El control negativo del test esta formulado en un volumen final de 200 pl y se compone
exclusivamente de agua desionizada. Este control tiene como propdsito fundamental
monitorizar posibles contaminaciones, ya sea de los reactivos utilizados o del entorno durante
la preparacion y ejecucion del ensayo. Su inclusion es crucial para garantizar la fiabilidad de los
resultados, ya que la ausencia de amplificacidon en este control confirma la integridad de las

condiciones experimentales y la ausencia de contaminantes que puedan interferir en el analisis.

El programa de amplificacién optimizado se presenta en la Tabla 40. Las sondas utilizadas
en el test estan marcadas con los fluoréforos FAM, HEX, Texas Red, Cy5 y Quasar 705, lo que
requiere que los ensayos de gPCR se realicen en un termociclador que disponga de al menos

cinco canales de deteccidn para permitir la correcta lectura de todos los fluoréforos.
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Para llevar a cabo este trabajo, se utilizd el sistema CFX96™ Real-Time System. Este equipo
fue seleccionado por su capacidad para manejar configuraciones complejas y su compatibilidad

con los fluoréforos utilizados en el test.

Tabla 40. Programa de amplificacion optimizado para reaccion de gPCR.

Ciclos Temperatura Tiempo
1 95 °C 3 minutos
45 95 °C 15 segundos
45 58 °C 45 segundos (lectura

fluorescencia)

4.6. Métodos de extraccion

Durante el disefio y la optimizacién del test para validar los métodos de extraccion
disponibles, se analizaron muestras clinicas caracterizadas mediante los métodos rutinarios de
cada hospital. Dado que, en la mayoria de los casos, el método de referencia era el cultivo, no
fue posible realizar una comparacidon directa con los resultados de amplificacién. La
comparaciéon se llevd a cabo utilizando criterios de sensibilidad y especificidad para cada
microorganismo entre el método de extraccidn y la gPCR. Los resultados de la extraccidn se

consideraron dptimos cuando se detectaban correctamente los microorganismo objetivo.
4.6.1. Comparacién Hain Lifescience, PCRBIO y TANBead

Se evalué el rendimiento de los kits de extraccién de Hain Lifescience, PCRBIO y TANBead

utilizando muestras de exudado vaginal para la deteccién de los distintos microorganismos.

Se compard el numero de resultados positivos y el promedio del valor de Ct para la deteccién
de 20 muestras recogidas en paralelo en los medios Deltaswab Amies y DeltaSwab ViCUM®,
procesadas con los tres métodos de extraccion. Para este ensayo se utilizaron las muestras del

Grupo 2 del Hospital Universitario Vall d’'Hebron.

Los métodos TANBead y Hain Lifescience mostraron un rendimiento muy similar para las
tres dianas, obteniendo resultados equivalentes en cuanto al nimero de positivos y diferencias
menores a 1.3 Cts, tanto entre los medios de recoleccion como entre los métodos utilizados. En
contraste, el método PCRBIO presentd una mayor variabilidad en los valores de Ct y, en algunos
casos, no detectd el microorganismo objetivo. En términos de deteccidn, se obtuvieron 15/20 y
19/20 muestras positivas para G. vaginalis/F. vaginae en los medios DeltaSwab ViCUM® y
Deltaswab Amies, respectivamente. Para Candida/T. vaginalis, se detectaron 10/20 muestras en

el medio DeltaSwab ViCUM® y 14/20 en el medio Deltaswab Amies. En cuanto a las diferencias
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en los valores de Ct, entre los medios de recoleccidn se observd una diferencia maxima de 1.3
ciclos. Sin embargo, al comparar entre los métodos de extraccién, las diferencias oscilaron entre

3y 5.7 Cts, dependiendo de la diana evaluada (Tabla 41).

Tabla 41. Comparacion de los resultados obtenidos entre los diferentes métodos de extraccion y
entre los dos medios de recogida Deltaswab Amies y DeltaSwab ViCUM®. En el caso de Lactobacillus
spp., el numero de total de muestras fue 19 puesto que una de las muestras no presentaba presencia
de este microorganismo. A: TANBead; B: PCRBIO; C: Hain Lifescience.

DeltaSwab Deltaswab Amies
ViCUM®

A-B AC BC AB AC B-C

DeltaSwab Deltaswab

V|CUM® Amies

A B C

N

0 15 20 20 19 20 0,7 1,3 0,3 39 04 40 35 0,5 3,0
9 19 19 19 19 19 07 06 04 45 02 43 46 1,3 3,3
0 10 20 20 14 20 07 05 03 31 09 42 44 0,6 5,7
Abreviaturas: GV, G. vaginalis; FV, F. vaginae; LB, Lactobacillus spp.; TV, T. vaginalis; Ct, umbral de ciclo

de amplificacion.

N

Dado que T. vaginalis es un protozoo cuya extraccién es especialmente compleja, se decidid
comparar el método PCRBIO en evaluacién con el método de referencia Hain Lifescience. Esta
comparacion se llevd a cabo utilizando 25 muestras positivas de exudado vaginal del Hospital
Universitario Lozano Blesa. Los resultados indicaron que, con el método PCRBIO, 4 muestras
(TV6, TV22, TV23 y TV24) no presentaron amplificacién, mientras que el método de referencia
Hain Lifescience si logré detectarlas. Ademads, se observo una diferencia promedio de 4 Cts entre

los métodos, con un rango que oscilé entre 0.2 y 7.6 Cts (Figura 27).
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Figura 27. Comparacién de los resultados de Ct para las 25 muestras de T. vaginalis con los métodos
PCRBIO (A) y Hain Lifescience (B).
Abreviaturas: TV, T. vaginalis.
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4.6.2. Optimizacién protocolo extraccion

Una vez finalizado el disefio y la optimizacidon del test, y antes de realizar la evaluacién
funcional interna para el marcado CE, se llevdé a cabo una comparacién de dos protocolos de
extraccién utilizando el método TANBead, con el objetivo de optimizar el tiempo de extraccion
de los acidos nucleicos. Para esta evaluacidn, se seleccionaron 32 muestras de exudado vaginal
del Hospital Universitario Vall d’"Hebron (Grupo 3), eligiendo especificamente muestras positivas
para Candida y T. vaginalis, ya que estos microorganismos presentan mayor complejidad en su

extraccion.

Aunque estas muestras solo estaban caracterizadas para Candida y T. vaginalis, se realiz
una comparacion de los resultados de todas las dianas del test utilizando ambos métodos. Los
datos mostraron una alta equivalencia entre los dos protocolos, obteniéndose los mismos
resultados de amplificacién, con diferencias no significativas en los valores de Ct. La mayor
discrepancia observada fue de 0.8 Cts para las dianas de Lactobacillus spp. y C. glabrata.
Asimismo, los niveles de fluorescencia obtenidos fueron practicamente idénticos con ambos

protocolos.

Tabla 42. Diferencias en los valores de Ct entre dos protocolos de extraccién utilizando el kit
TANBead. A: protocolo estandar; B: protocolo simplificado.

Tubo reaccion Diana .Promet.:lio de
diferencia en Ct
TUBO A G. vaginalis 0,3
Lactobacillus spp. 0,8
F. vaginae 0,4
T. vaginalis 0,1
Control interno 0,5
TUBO B C. glabrata 0,8
Candida spp. 0,2
C. albicans 0,2
C. krusei 0,4
Control interno 0,3

4.7.  VAGINAL PANEL REALTIME PCR KIT

En este trabajo se ha llevado a cabo el desarrollo de un test de qPCR para la deteccidn de
los principales microorganismos asociados con la VB, VVC y tricomoniasis, denominado Vaginal

Panel RealTime PCR Kit. Los microorganismos seleccionados para el diagndstico de estas
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infecciones, previamente definidos, incluyen: G. vaginalis, Lactobacillus spp., F. vaginae, T.

vaginalis, C. glabrata, C. albicans, C. krusei y Candida spp.

Dentro de las especies de Lactobacillus detectadas se encuentran L. crispatus, L. jensenii, L.
iners y L. gasseri, las principales especies presentes en la microbiota vaginal. Por otro lado, el
test también permite la deteccién de diversas especies de Candida spp., incluyendo C
parapsilosis, C. tropicalis y C. dubliniensis. Este test se pretende validar para su uso en muestras

de exudado vaginal de origen humano.

La deteccion y diferenciacién de cada uno de los microorganismos se realiza en dos tubos

de reaccion: VIRCELL VAG RT-PCR MIX A (tubo A) y VIRCELL VAG RT-PCR MIX B (tubo B).
La composicion del producto VAGINAL PANEL REALTIME PCR KIT es la siguiente:

e gPCR MIX: compuesto por VAG RT-PCR MIX A y VAG RT-PCR MIX B en formato
predispensado y liofilizado. Para 48 reacciones.

e Control positivo: 1 vial de 100 pl con mezcla de acidos nucleicos no infecciosos.
Liofilizado.

e Control negativo: 1 vial con 200 ul de agua desionizada.

e Solucién de reconstitucion del qPCR mix: 2 viales con 1 ml de solucidn acuosa para
reconstituir el gPCR mix.

e Solucién de reconstitucion del control positivo: 1 vial con 500 pl de solucidn acuosa
para reconstituir el control positivo.

e Tiras de tapones qPCR: 12 tiras de tapones compatibles con gPCR.

e Lamina adhesiva para qPCR: 1 [dmina adhesiva termosellable compatible con qPCR.

Los termocicladores convencionales, como el CFX96™ Real-Time System, estan disefiados
para placas de 96 pocillos de reaccién, organizadas en un formato de 8 columnas por 12 filas. En
este caso, el test utiliza dos tubos de reaccidon por muestra, lo que permite procesar hasta 48
muestras de forma simultdnea. Las tiras estandar de PCR, compuestas por 8 pocillos cada una,
facilitan una configuracion modular. El producto se presenta en un formato que incluye 12 tiras
de 8 pocillos divisibles, bajo la referencia RTPCRO05-LPD. En la Figura 28 se muestra una imagen

del test con todos sus componentes.
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Figura 28. Producto Vaginal Panel RealTime PCR Kit. En la imagen se muestran los componentes
principales del test: una gradilla de PCR con 12x8 tiras de tubos predispensados y liofilizados
termosellados con una lamina de aluminio impermeable, viales para la solucidén de reconstitucion
del mix (con tapones amarillos), la solucién de reconstitucidn para el control positivo (tapdn marrén),
el control negativo (tapdn verde) y el control positivo liofilizado envasado en un sobre termosellado.
Contiene ademds una bolsa con tiras de tapones y ldmina adhesiva.

Teniendo en cuenta estas caracteristicas, y considerando que el test se suministra en
formato predispensado, se disefid una configuracidon especifica para los tubos de reaccién,
garantizando que la orientacidn de las tiras no interfiera con el montaje (Figura 29-A). Cada

muestra se dispensa en dos pocillos contiguos de la tira, tal como se ilustra en la Figura 29-B.

l |
.b.O(\.O. | "ﬂ 00

RTPCR A RTPCR M/ B Muestra 1 Muestra 2 I Muestra 3/CP Muestra 4/CN

Figura 29-A. Distribucidon de los tubos en la tira de PCR, con alternancia entre RT-PCR MIX A (verde)
y RT-PCR MIX B (amarillo), disefiada para evitar errores de orientacién durante el montaje.

Figura 29-B. Ejemplo de configuracion para la adicion de muestras en la tira de PCR. Cada muestra
se distribuye en dos pocillos contiguos: el primero asociado a RT-PCR MIX A (A) y el segundo a RT-
PCR MIX B (B).

El test permite un analisis cualitativo de los microorganismos incluidos destinado para ser
usado como ayuda al diagndstico. Segun las condiciones optimizadas de amplificacidn, se define
gue una muestra con un valor de Ct inferior a 40 es positiva (presencia de amplificacion),
mientras que una muestra sin valor de Ct o con Ct superior a 40 es negativa (ausencia de
amplificacion). En la Tabla 43 se muestran algunos ejemplos de posibles resultados y su

interpretacion.
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Tabla 43. Ejemplos de posibles resultados obtenidos con el Vaginal Panel RealTime PCR Kit. En la
tabla se representa la interpretacion del resultado en funcion del resultado de amplificacion
obtenido para cada diana.

Resultado GV LB FV v IC CG CSPP CA CK IC Interpretacion

(FAM) (HEX) (Texas) (Cy5) (Q705) (FAM) (HEX) (Texas) (Cy5) (Q705)

1 NEG POS NEG NEG POS NEG NEG NEG NEG POS FN G1

2 NEG POS NEG NEG POS NEG NEG NEG POS NEG FN G1yCK

3 NEG POS NEG POS POS NEG NEG NEG NEG POS FNGlyTV

4 POS POS POS NEG POS NEG NEG NEG NEG POS FN G2y AV

5 NEG POS NEG NEG POS NEG NEG POS NEG POS FNGlyCA

6 NEG POS POS NEG POS NEG NEG POS NEG POS FN G2, AVy CA
7 POS POS POS NEG POS NEG NEG NEG NEG POS VB G3y AV

8 POS NEG POS NEG POS NEG NEG NEG NEG POS VB G4y AV

9 POS NEG NEG NEG POS POS NEG NEG NEG POS VB G4y CG

10 POS NEG NEG NEG POS NEG POS POS NEG POS VB G4, CSPPy CA
11 POS NEG NEG POS POS NEG NEG POS NEG POS VB G4, TVyCA
12 NEG NEG NEG NEG POS NEG NEG NEG NEG POS VB G4

13 NEG NEG NEG NEG NEG NEG NEG NEG NEG NEG Invélido
Abreviaturas: NEG, negativo; POS, positivo; GV, G. vaginalis; FV, F. vaginae; LB, Lactobacillus spp.; Cl,
control interno; TV, T. vaginalis; CG, C. glabrata; CA, C. albicans; CK, C. krusei; CSPP, Candida spp.; FN,
flora normal o microbiota normal; VB, vaginosis bacteriana; G1-G4, grado 1 a 4.

El control interno se considera positivo cuando su valor de Ct es inferior a 35 en cada tubo.
Si la diana de algin microorganismo estd presente en altas concentraciones, esto puede
interferir con la amplificacidon del control interno. Sin embargo, cualquier retraso o falta de

amplificacion del control interno no afecta la interpretacion final del resultado.

Si se obtiene un resultado invalido o no concluyente, se sugiere realizar una nueva
extraccién de ADN a partir de la muestra original y repetir el andlisis. Si el control interno no
amplifica, esto podria indicar una extraccion deficiente de los acidos nucleicos o la presencia de
inhibidores que afectaron la amplificacidn. En tal situacién, se recomienda procesar una nueva

muestra para garantizar resultados confiables.

Como se muestra en la Figura 28, el equipo incluye, ademas, un control negativo y un control
positivo de amplificacién. El control negativo estad configurado para proporcionar un resultado
negativo (sin amplificacién) para todas las dianas incluidas. Este control permite monitorizar la
posible contaminacion de reactivos o contaminacion ambiental. Por el contrario, el control
positivo del test esta disefiado para generar un resultado positivo (amplificacidén) para todas las
dianas incluidas (Tabla 44). Su funcién es monitorizar posibles fallos de los reactivos y garantizar

el correcto funcionamiento del procedimiento esencial.
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Tabla 44. Resultados de amplificacidn para cada una de las dianas e interpretacion para los controles
negativo y positivo del test.

Control GV LB FV TV Cl CG Ccspp CA CK Cl Interpretacion
(FAM) (HEX) (Texas) (Cy5) (Q705) (FAM) (HEX) (Texas) (Cy5) (Q705)

Control POS POS POS POS POS POS POS POS POS POS Valido

positivo NEG NEG NEG NEG NEG NEG NEG NEG NEG NEG Invalido

Control NEG NEG NEG NEG NEG NEG NEG NEG NEG NEG Vilido

negativo POS POS POS POS POS POS POS POS POS POS Invalido

Abreviaturas: NEG, negativo; POS, positivo; GV, G. vaginalis; FV, F. vaginae; LB, Lactobacillus spp.; Cl,
control interno; TV, T. vaginalis; CG, C. glabrata; CA, C. albicans; CK, C. krusei; CSPP, Candida spp..

En la Figura 30 se presentan las curvas de amplificacion generadas con el software del
termociclador CFX96™ Real-Time System, correspondientes al control positivo, control negativo
y dos muestras con interpretaciones diferentes. Estas graficas muestran los perfiles de

amplificacidn para cada caso.
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Figura 30. Curvas de amplificacién generadas con el software del termociclador CFX96™ Real-Time
System, correspondientes al control positivo, control negativo y dos muestras clinicas. En el control
positivo se observa la amplificacion de todas las dianas, mientras que en el control negativo no se
detecta ninguna amplificacién. La primera muestra clinica es positiva para VB (VB G3), F. vaginae y
C. albicans, mostrando amplificacion de los microorganismos mencionados junto con los controles
internos. La segunda muestra clinica, interpretada como microbiota normal grado 1 (FN G1),
presenta amplificacion de Lactobacillus spp. y de los controles internos.

Pagina | 119



Resultados

Ademas, se procedidé a su integracion en el software Vircom PCR LIS Connection para la
interpretaciéon automatica de los resultados (Figura 31). Esta herramienta tiene como objetivo
facilitar el andlisis de resultados, dada la complejidad del test. Este asistente permite la
validacién de resultados para posterior conexion con el LIS. El Vircom PCR LIS Connection
importa los resultados obtenidos del termociclador y los analiza aplicando las tablas de
interpretacién definidas. Ademas, incorpora el algoritmo disefiado para clasificar la muestra
como VB o microbiota normal, asi como en los cuatro grados establecidos. Dado que F. vaginae
forma parte del algoritmo, y su deteccidn podria ser clave para la seleccién del tratamiento, el

software notifica especificamente este resultado en caso de amplificacidn positiva.

Inerpretacion del
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Figura 31. Asistente de validacién del software Vircom PCR LIS Connection. Este incluye en el
encabezado la identificacion de cada muestra, test evaluado e interpretaciéon del resultado.
Asimismo, permite la visualizacién de la placa de PCR con la interpretacién en simbolos de cada
muestra, de las curvas de amplificacidn y de los resultados de valores de Ct obtenidos.

4.7.1. Evaluacion interna

Tras completar el desarrollo del test, se procedié a su fabricacidon y posterior evaluacién
funcional. Los ensayos realizados en esta etapa tuvieron como objetivo demostrar la validez
cientifica del método, asi como su rendimiento analitico y clinico, de acuerdo con los requisitos
establecidos para el marcado CE. Para ello, se llevaron a cabo los siguientes ensayos: LoD,

precision, sensibilidad y especificidad clinica, reactividad cruzada, inclusividad y estabilidad.
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4.7.1.1.  Limite de deteccién

El LoD fue evaluado para cada uno de los microorganismos incluidos en el test. En la Tabla
45 se presentan las concentraciones analizadas y los resultados obtenidos para cada una de las
dianas en la estimacién preliminar del LoD (LoD preliminar) y en la determinacion final del LoD,
definida como el nivel en el que se obtiene un 95% de réplicas positivas. Se obtuvo un LoD con

valores entre 0.7 y 10 copias/pL para todas las dianas (Tabla 46).

Tabla 45. Resultados obtenidos en la determinacidn del LoD. En la tabla se muestra la concentracidn
en copias/plL para cada microorganismo y nimero de resultados positivos frente al total analizado.
Se destaca el LoD obtenido para cada microorganismo.
LoD preliminar LoD 95%
G. vaginalis Concentraciéon 10 5 1 0.9 0.7 0.5
(copias/ul)
Positivos/total  5/5 5/5 5/5 20/20 19/20 2/20
F. vaginalis Concentracién 10 5 2 7 5 4
(copias/pl)
Positivos/total 5/5 5/5 0/5 20/20 20/20 12/20
L. crispatus Concentracion 100 50 10 4 2 1
(copias/pl)
Positivos/total ~ 5/5 5/5 5/5 20/20 20/20 8/20
L. jensenii Concentracién 10 5 1 2.5 1.5 0.5
(copias/ul)
Positivos/total 5/5 5/5 5/5 20/20 20/20 8/20
T. vaginalis Concentracion 100 50 10 1 0.5 0.1
(copias/pl)
Positivos/total  5/5 5/5 5/5 20/20 20/20 10/20
C. glabrata Concentraciéon 10 5 2.5 4.4 2.2 1.1
(copias/ul)
Positivos/total 5/5 5/5 5/5 20/20 20/20 18/20
C. albicans Concentraciéon 20 10 5 12 10 8
(copias/pl)
Positivos/total  5/5 5/5 1/5 20/20 20/20 15/20
C. krusei Concentracién 30 20 10 10 7 5
(copias/pl)
Positivos/total 5/5 5/5 5/5 20/20 19/20 14/20
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LoD preliminar LoD 95%

C. parapsilosis Concentracion 10 5 1 4 3 2

(copias/pul)

Positivos/total 5/5 5/5 2/5 20/20 20/20 15/20
C. tropicalis Concentraciéon 10 5 1 2 1 0.8

(copias/pl)

Positivos/total  5/5 5/5 5/5 20/20 20/20 17/20
C. dubliniensis Concentracién 10 5 1 0.9 0.7 0.5

(copias/pul)

Positivos/total 5/5 5/5 5/5 20/20 20/20 18/20

Tabla 46. LoD determinado para cada microorganismo. Se muestra el LoD expresado en copias/ul,
copias/ml y copias/reaccion.

LoD (copias/uL) 0,7 5 2 1,5 0,5 2,2 10 7 3 1 0,7
LoD (copias/mL) 700 5000 2000 1500 500 2200 10000 7000 3000 1000 700
LoD (copias/reaccién) 3,5 25 10 7,5 2,5 11 50 35 15 5 3,5

Abreviaturas: GV: G. vaginalis; AV: A. vaginae; LC: L. crispatus; L): L. jensenii; TV: T. vaginalis; CG: C.
glabrata; CA: C. albicans; CK: C. krusei; CPa: C. parapsilosis; CT: C. tropicalis; CD: C. dubliniensis.

4.7.1.2.  Precision

Se evaluaron la repetitividad y la reproducibilidad del test mediante el analisis de las
siguientes métricas de precisidn: precisién intra-ensayo, precisién inter-ensayo, precisidén entre
dias y precision entre equipos. En la Tabla 47 se presentan los resultados del estudio de
precision, que incluyen el valor promedio de Ct, la desviacion estandar (DE) y el %CV para cada

una de estas métricas. Se llevaron a cabo un total de 80 mediciones por muestra.

Los resultados muestran un %CV maximo de 3.9% en los diferentes parametros analizados,
lo que indica un alto grado de consistencia en los resultados. Ademas, el control negativo
incluido en el kit no mostré amplificacidon positiva en ningln caso, lo que confirma la ausencia

de contaminacién cruzada.
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Tabla 47. Resultados del estudio de precision. En la tabla se muestra el valor promedio de Ct obtenido
del analisis de los resultados para cada muestra y diana, ademas de las desviaciones estandar y los
porcentajes de coeficientes de variacidn para cada parametro.

Precision intra-ensayo Precision inter-ensayo Precisidon entre dias Precision entre equipos

Muestra Media DE %CV DE %CV DE %CV DE %CV
CP -GV 31,78 0,45 1,43 0,88 2,78 0,42 1,31 0,90 2,83
CP-LB 28,98 0,29 1,00 0,18 0,61 0,04 0,12 0,34 1,18
CP-FV 30,40 0,19 0,62 0,57 1,88 0,31 1,02 0,68 2,23
CP-TV 30,22 0,52 1,70 0,34 1,13 0,30 0,98 0,69 2,27
CP-CG 31,74 0,36 1,14 0,55 1,74 0,11 0,34 0,65 2,05
CP —Cspp 33,80 0,22 0,66 0,29 0,85 0,17 0,49 0,32 0,95
CP-CA 31,45 0,28 0,88 0,75 2,40 0,41 1,30 0,90 2,87
CP-CK 32,17 0,28 0,88 0,75 2,40 0,41 1,30 0,90 2,87
M1-GV 33,26 0,36 1,08 0,39 1,18 0,15 0,45 0,55 1,66
M1-LB 29,52 0,17 0,58 0,28 0,94 0,45 1,52 0,56 1,88
M1-FV 32,55 0,26 0,79 0,24 0,75 0,51 1,56 0,62 191
M1-TV 31,06 0,25 0,81 0,57 1,83 0,43 1,40 0,76 2,44
M1-CG 31,52 0,47 1,51 0,61 1,93 0,55 1,76 0,95 3,01
M1-Cspp 31,87 0,36 1,13 0,29 0,91 0,25 0,79 0,53 1,65
M1-CA 30,91 0,35 1,13 1,05 3,41 0,47 1,52 1,21 3,90
M1-CK 30,94 0,51 1,59 0,66 2,04 0,53 1,65 0,99 3,07
M2 -GV 36,48 0,80 2,19 0,51 1,39 0,35 0,95 1,01 2,76
M2 -LB 34,97 0,64 1,84 0,15 0,42 0,47 1,33 0,78 2,23
M2 - FV 35,82 0,89 2,48 0,13 0,38 0,40 1,12 0,96 2,69
M2 -TV 35,53 0,36 1,01 0,58 1,63 0,25 0,70 0,73 2,04
M2 - CG 36,19 1,12 3,08 0,08 0,22 0,62 1,72 1,28 3,54
M2 -Cspp 36,67 0,76 2,07 0,39 1,06 0,04 0,10 0,85 2,32
M2 -CA 35,43 0,85 2,41 0,65 1,83 0,88 2,50 1,39 3,92
M2 - CK 35,99 0,51 1,42 0,92 2,55 0,36 1,01 1,11 3,09

Abreviaturas: CP: control positivo; M1: muestra 1; M2: muestra 2; GV: G. vaginalis; FV: F. vaginae; LB:
Lactobacillus spp.; TV: T. vaginalis; CG: C. glabrata; CA: C. albicans; CK: C. krusei; Cspp: C. parapsilosis.

4.7.1.3.  Reactividad cruzada, especificidad analitica

La especificidad del test fue validada mediante la evaluacion de un panel de
microorganismos asociados, seleccionados por su relacidon taxonémica y/o sindromica con el
tipo de muestra o infeccién analizada. Este panel incluyd los microorganismos especificados en
la Tabla 24 la seccién 3.14.3. del apartado de Materiales y Métodos. Los ensayos realizados
confirmaron que no se producen reacciones cruzadas con ninguno de los 42 microorganismos

evaluados en el panel.

Se realizd un analisis in silico para evaluar la especificidad del test frente a microorganismos

cuya evaluacion in situ no fue posible. Este andlisis incluyd las secuencias de 42 microorganismos
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especificados en la Tabla 25 de la seccidn 3.14.3. del apartado de Materiales y Métodos. De los
42 microorganismos analizados, dos (Atopobium minutum y Candida inconspicua) mostraron
una homologia superior al 80% con los oligonucleétidos disefiados para detectar F. vaginae y C.
krusei, respectivamente. Aunque no se pudo realizar un ensayo experimental para confirmar
posibles reacciones cruzadas o interferencias con el test debido a la presencia de estos
microorganismos, se considera poco probable que estas ocurran dada la especificidad del disefio

y los resultados observados en otros analisis.

4.7.1.4.  Inclusividad

Se llevd a cabo un analisis in silico de los oligonucleétidos y sondas incluidos en el test para
evaluar su inclusividad, calculando el porcentaje de homologia con las secuencias analizadas
(Tabla 48). En el conjunto total de secuencias estudiadas, se obtuvo un 100% de homologia para
F. vaginae, las diversas especies de Lactobacillus, T. vaginalis, C. albicans, C. krusei y C.
dubliniensis. En el caso de G. vaginalis, C. glabrata, C. parapsilosis y C. tropicalis, se identificaron
entre 1y 2 discordancias (mismatches) en algunas de las secuencias analizadas con alguno de

los nucledtidos y/o sondas TagMan.

El andlisis determind que estas discordancias no afectan de manera significativa a la
amplificacidn, ya que no alteran las regiones clave parala union de los oligonucledtidos o sondas
al ADN objetivo. Ademas, la tolerancia de la PCR a pequeiias variaciones genéticas asegura que
el proceso de amplificacién continle de manera efectiva, incluso en presencia de estas

diferencias.

Tabla 48. Porcentaje de homologia entre las secuencias analizadas y los oligonucleétidos y sondas
incluidos en el test. Se muestran el nimero de secuencias con un 100% de homologia y el nimero
de secuencias con discordancias para cada diana, oligonucledtido y sonda.

Microorganismo Diana Oligonucleétido/ % de homologia Discordancias
sonda
Forward 7 secuencias: 100%
G. vaginalis Gen 16S Reverse 7 secuencias: 100%
Sonda 7 secuencias: 100% 2 secuencias 96,4% (1 discordancia)
Forward 15 secuencias: 100%
F. vaginae Gen 16S Reverse 15 secuencias: 100%
Sonda 15 secuencias: 100%
Forward 7 secuencias: 100%
L. crispatus Gen rplK Reverse 7 secuencias: 100%
Sonda 7 secuencias: 100%
Forward 5 secuencias: 100%
L. jensenii Gen rplK Reverse 5 secuencias: 100%
Sonda 5 secuencias: 100%
Forward 7 secuencias: 100%
L. gasseri Gen rplK Reverse 7 secuencias: 100%
Sonda 7 secuencias: 100%
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Forward 7 secuencias: 100%
Gen rplK Reverse 7 secuencias: 100%
Sonda 7 secuencias: 100%
- Gen I;orward 2secuencias: 1882;0
everse secuencias: )
TRIDNATARP Sonda 4 secuencias: 100%
Forward 24 secuencias: 100%
Gen ITSR Reverse 20 secuencias: 100% 4 secuencias 90% (2 discordancias)
Sonda 22 secuencias: 100% 2 secuencias 94,8% (1 discordancia)
Forward 16 secuencias 100%
Gen ITSR Reverse 16 secuencias 100%
Sonda 16 secuencias 100%
Forward 22 secuencias 100%
Gen ITSR Reverse 22 secuencias 100%
Sonda 22 secuencias 100%
Forward 17 secuencias 100%
Gen ITSR Reverse 15 secuencias 100% 2 secuencias 85% (2 discordancias)
Sonda 17 secuencias 100%
Forward 12 secuencias 100%
. 1 secuencias 95% (1 discordancia);
Gen ITSR Reverse 10 secuencias 100% 1, secuencias 90%(2 discordancias)
Sonda 10 secuencias 100% 2 secuencias 95% (1 discordancia)
Forward 15 secuencias 100%
Gen ITSR Reverse 15 secuencias 100%
Sonda 15 secuencias 100%

4.7.1.5. Sensibilidad y especificidad analitica
Se analizd la sensibilidad y especificidad del test para cada uno de los microrganismos
incluidos con muestras clinicas previamente caracterizadas por un método de referencia. Estas

muestras estan definidas en el apartado 3.14.5 de Materiales y Métodos.

En la Tabla 49, Tabla 50 y Tabla 51 se muestran los resultados de rendimiento analitico

obtenidos para la deteccién de VB, las distintas especies de Candida y T. vaginalis.
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Tabla 49. Resultados de sensibilidad y especificidad obtenidos para el diagndstico de VB.

Numero de muestras
Sensibilidad (%)

95% IC
Especificidad (%)

95% IC
VPP (%)
VPN (%)
LR+/LR-

Verdaderos positivos
Verdaderos negativos
Falsos positivos
Falsos negativos
Dudosos

VB
100
96
87-99
92
81-97
92.3
96
-1.05/-1.03
48
46
4
2
0

Abreviaturas: IC: Intervalo de confianza; PPV: valor predictivo positivo; NPV: valor predictivo negativo;

LR+: coeficiente de verosimilitud positivo; LR-: coeficiente de verosimilitud negativo

Tabla 50. Rendimiento analitico obtenido para la deteccién de las especies de Candida.

Numero de
muestras
Sensibilidad (%)
95% IC
Especificidad (%)
95% IC
VPP (%)
VPN (%)
LR+/LR-
Verdaderos
positivos
Verdaderos
negativos
Falsos positivos
Falsos negativos
Dudosos

C. albicans C. glabrata C. krusei
100 100 100
94 96 96
84-98 87-99 87-99
100 100 100
93-100 93-100 93-100
100 100 100
94 96 96
-0,95/-0,93 -0,97/-0,95 -0,97/-0,95
47 48 48
50 50 50
0 0 0
3 2 2
0 0 0

Candida spp.
113

97
88-99
100
93-100
100
96
-0,98/-0,96
61

50
0

2
0

Abreviaturas: IC: Intervalo de confianza; PPV: valor predictivo positivo; NPV: valor predictivo negativo;

LR+: coeficiente de verosimilitud positivo; LR-: coeficiente de verosimilitud negativo
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Tabla 51. Resultados de sensibilidad y especificidad obtenidos para la deteccién de T. vaginalis.

T. vaginalis

Numero de muestras 100
Sensibilidad (%) 96
95% IC 87-99
Especificidad (%) 100
95% IC 93-100
VPP (%) 100
VPN (%) 96
LR+/LR- -0,97/-0,95
Verdaderos positivos 48
Verdaderos negativos 50
Falsos positivos 0
Falsos negativos 2
Dudosos 0

Abreviaturas: IC: Intervalo de confianza; PPV: valor predictivo positivo; NPV: valor predictivo negativo;
LR+: coeficiente de verosimilitud positivo; LR-: coeficiente de verosimilitud negativo
4.7.1.6.  Estabilidades

Se llevaron a cabo diversos ensayos para evaluar la estabilidad del equipo y de cada uno de
sus componentes bajo diferentes condiciones finales, basandose en las caracteristicas del
producto. Utilizando los valores de Ct obtenidos para cada condicién, lote, muestra y diana, se

calculé el %CV en cada caso (Tabla 52).

En el anadlisis global, el %CV oscilé entre un minimo de 0.2% y un maximo de 5.4%,
cumpliendo con los criterios de aceptacién establecidos. Las condiciones de estabilidad que
mostraron los valores mas altos de %CV fueron la estabilidad en uso de la mezcla de PCR durante
60 minutos y la estabilidad en condiciones de transporte. En el andlisis por dianas, los %CV mas
altos se registraron para G. vaginalis, C. glabrata y C. albicans, mientras que los mas bajos
correspondieron a Lactobacillus spp. y C. tropicalis. Cabe destacar que en ningln caso se observd
amplificacion positiva en el control negativo, confirmando la especificidad y la ausencia de

contaminacion cruzada.
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Tabla 52. Resultados de %CV obtenidos en las distintas condiciones de estabilidad. Se muestran los
resultados para cada diana en las muestras analizadas y los controles del test. La estabilidad
acelerada y real del equipo en condiciones cerradas se analizé en tres lotes mientras que la
estabilidad acelerada del equipo en condiciones abiertas, en uso y en transporte se realizé en un
lote.

CN Na Na Na Na Na Na Na Na
1 CcP 0.5 0.9 0.5 1.4 1.1 2.2 0.2 0.2
Muestra 13 2.2 2.2 1.4 4.3 1.7 1.7 1.6
CN Na Na Na Na Na Na Na Na
2 CpP 0.9 0.8 0.8 1.1 1.7 2.6 1.0 1.0
Muestra 3.4 1.0 2.5 1.1 1.8 2.0 13 0.5
CN Na Na Na Na Na Na Na Na
3 CcP 15 0.3 0.5 1.0 0.7 2.4 0.7 0.7
Muestra 1.9 1.5 1.4 1.3 3.9 2.4 2.4 0.7
CN Na Na Na Na Na Na Na Na
1 CpP 2.7 1.3 1.2 0.7 2.8 1.8 1.5 1.5
Muestra 3.2 1.4 2.6 0.6 1.5 1.8 2.0 0.2
CN Na Na Na Na Na Na Na Na
2 CpP 1.9 1.1 1.3 0.7 2.2 1.8 1.3 1.3
Muestra 4.5 2.1 1.8 0.5 0.6 0.9 0.9 0.9
CN Na Na Na Na Na Na Na Na
3 CP 2.6 0.5 13 0.8 0.8 2.4 0.5 0.5
Muestra 2.5 0.9 1.7 0.6 1.2 0.8 1.2 0.3
CN Na Na Na Na Na Na Na Na
1 CpP 1.2 0.8 1.7 1.3 1.7 1.5 1.9 1.9
Muestra 2.6 1.0 2.0 0.7 2.7 0.5 1.7 0.5
CN Na Na Na Na Na Na Na Na
1 CP 5.4 1.7 0.5 2.0 5.0 2.4 1.9 1.9
Muestra 2.6 1.1 2.2 1.4 1.6 0.9 1.8 0.6
1 CP 1.2 1.6 0.5 0.6 0.9 0.8 2.0 2.0
CN Na Na Na Na Na Na Na Na
1 CP 13 1.1 3.0 1.8 2.1 3.0 1.6 1.6
Muestra 3.1 1.1 2.5 2.8 5.0 4.7 3.7 1.5

Abreviaturas: CN: control negativo; CP: control positivo; Na: no amplifica; GV: G. vaginalis; FV: F. vaginae;
LB: Lactobacillus spp.; TV: T. vaginalis; CG: C. glabrata; CA: C. albicans; CK: C. krusei; CPa: C. parapsilosis;
CT: C. tropicalis; CD: C. dubliniensis.

4.7.2. Automatizacion

Durante el disefio, desarrollo y evaluacion funcional interna del test, se utilizo el kit Optipure
viral Nucleic Acid Extraction Kit en el equipo Maelstrom™ 4800 para la extraccién del ADN de las
muestras. El procesamiento de las muestras y el montaje de los ensayos de qPCR se realizaron

de forma manual.
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Con el objetivo de automatizar el proceso completo, se evalué el test en el sistema
MagXtract® 3200 system. Para la validacidn, se procesaron 70 muestras de exudado vaginal
procedentes del Hospital Universitario Virgen de las Nieves (Grupo 3) en paralelo con el equipo
Maelstrom™ 4800 y MagXtract® 3200 system (Tabla 53). La concordancia entre ambos sistemas
fue del 98.6%, observdndose Unicamente un resultado discrepante en la clasificacién de VB y

microbiota normal entre los equipos.

Tabla 53. Comparacion de resultados entre MagXtract® 3200 system y Maelstrom™ 4800.

Clasificacion MagXtract® Maelstrom™
3200 4800

VB 38 39

Microbiota normal 32 31

Especies Candida 45 45

T. vaginalis 11 11

Por otro lado, se compararon los resultados obtenidos con el equipo MagXtract® 3200
frente a los resultados de referencia de estas muestras con el objetivo de evaluar el rendimiento
clinico de la técnica utilizando el procesador automatico. Los resultados mostraron una
sensibilidad y especificidad superiores al 90% para Candida y T. vaginalis. Sin embargo, los
valores para VB fueron ligeramente inferiores, con una sensibilidad del 86.1% y una especificidad

del 79.4% (Tabla 54).

Tabla 54. Rendimiento clinico del test Vaginal Panel RealTime PCR Kit procesado con MagXtract®
3200 en comparacién con Allplex™ Vaginitis Screening Assay.

Clasificacion VP VN FP FN % Sensibilidad % Especificidad % VPP % VPN
(IC 95%) (IC 95%) (IC 95%) (IC 95%)
VB 31 27 7 5 86.1% 79.4% 81.% 84.4%
(70.5-95.3%) (62.1-91.3%) (69.3-89.7%)  (70.2-92.5%)
Especies Candida 41 24 2 3 93.2% 92.3% 95.4% 88.9%
(81.34-98.57%) (74.9-99.1%) (84.4-98.7%) (72.7-96%)
T. vaginalis 9 61 0 0 100% 100% 100% 100%
(66.4-100%) (94.9-100%) (66.4-100%) (94.9-100%)

Abreviaturas: VB, vaginosis bacteriana; IC, intervalo de confianza; VP, verdadero positivo; VN, verdadero
negativo; FP, falso positivo; FN, falso negativo

4.7.3. Compatibilidad con otro termociclador

Se llevé a cabo la evaluacién de compatibilidad del test con otro modelo de termociclador
disponible en el mercado, el equipo Azure Cielo™ 6 Real-Time PCR System. La realizacién de

estas pruebas surge de la reciente colaboracion establecida entre Vircell SL, y la empresa
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fabricante de este termociclador, en el marco de un acuerdo para la distribucién de este modelo.
Esto amplia las opciones de equipos compatibles con los test desarrollados por Vircell SL,
ofreciendo a los usuarios una mayor flexibilidad y facilidad de integracién en sus plataformas

existentes.

Se llevd a cabo una comparacion exhaustiva de la deteccién e interpretacién del Vaginal
Panel Real-Time PCR Kit utilizando dos modelos de termocicladores: el Azure Cielo™ 6 Real-Time
PCR System y el CFX96™ Real-Time PCR Detection System. El objetivo fue evaluar la consistencia

y fiabilidad del test en ambos sistemas de deteccidn.

En el andlisis de las 14 muestras procesadas, se obtuvieron resultados idénticos entre ambos
equipos (Tabla 55). No se observaron curvas inespecificas en ninguno de los casos, lo que
demuestra la precision y especificidad del test bajo las condiciones evaluadas. Ademas, los
valores de Ct fueron altamente consistentes entre ambos termocicladores, sin diferencias
significativas que pudieran afectar la interpretacién de los resultados. En la Figura 32 se
presentan las curvas de amplificacion obtenidas para cada una de las muestras analizadas,

comparando los resultados generados por ambos termocicladores.

Tabla 55. Interpretacion de los resultados obtenidos con cada termociclador. Las muestras M1-M3
se testaron a la concentracion preparadas y a una dilucion 1:10, 1:20 y 1:40, respectivamente, con el
objetivo de comprobar la interpretacidn con diferentes rangos de amplificacion.

N2 Muestra CFX96™ Real-Time PCR  Azure Cielo™ 6 Real-
Detection System Time PCR System

1  Control negativo  Valido Valido

2 | Control positivo Valido Valido

3  Muestral VB G4, FV, CSPP, CK VB G4, FV, CSPP, CK

4  Muestra 1diluida VB G4, FV, CSPP, CK VB G4, FV, CSPP, CK

5  Muestra2 VB G4, TV, CG, CSPP, CA VB G4, TV, CG, CSPP, CA

6 | Muestra 2 diluida VB G4, TV, CG, CSPP, CA VB G4, TV, CG, CSPP, CA

7  Muestra3 MN G1, CSPP MN G1, CSPP

8 Muestra 3 diluida MN G1, CSPP MN G1, CSPP

9 30026687 VB G3, FV, CA VB G3, FV, CA

10 65503800 MN G1, CG MN G1, CG

11 65702411 MN G1, CA MN G1, CA

12 41719731 VB G3, FV VB G3, FV

13 30022126 VB G4, TV, FV VB G4, TV, FV

14 65402777 VB G3, TV, FV, CA VB G3, TV, FV, CA

Abreviaturas: FV, F. vaginae; TV, T. vaginalis; CG, C. glabrata; CA, C. albicans; CK, C. krusei; CSPP, Candida
spp.; MN, microbiota normal; VB, vaginosis bacteriana; G1-G4, grado 1 a 4.
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Figura 32. Curvas de amplificacion de cada muestra con los termocicladores Azure Cielo™ 6 Real-
Time PCR System (izquierda) y el CFX96™ Real-Time PCR Detection System (derecha).
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4.7.4. Evaluacion externa

Tras completar la validacidn interna del test desarrollado y obtener la certificacién CE, que
garantiza el cumplimiento de los estdndares europeos de calidad y seguridad para pruebas
diagndsticas, se llevaron a cabo dos estudios clinicos. Estos estudios se realizaron para comparar
el desempefio del test con los métodos de diagndstico tradicionales y con un método de

diagndstico NAAT.

El objetivo de estos estudios fue verificar el desempefio del test en condiciones clinicas
reales para evaluar su efectividad en entornos hospitalarios, contribuyendo asi a confirmar su

utilidad en el diagnéstico clinico rutinario.

4.7.4.1. Comparacion con métodos tradicionales
Se llevd a cabo un estudio en colaboracién con el Hospital Universitario San Cecilio para
comparar el test Vaginal Panel Realtime PCR kit con tincién de Gram-Nugent para VB, cultivo

mdas MALDI-TOF MS para Candida y cultivo para T. vaginalis.

Se analizaron un total de 1011 muestras de exudado vaginal de pacientes de entre 14 y 98
anos. Del total de muestras analizadas, trece fueron descartadas por los siguientes motivos: dos
muestras por proporcionar un resultado invalido por el test Vaginal Panel Realtime PCR kit (no
se obtuvo amplificacion del control interno); en seis muestras la deteccién de Candida no pudo
ser confirmada con un tercer método; y, en cinco muestras no fue posible reevaluar la tincidn
de Gram. La prevalencia de cada microorganismo entre los métodos de rutina y el test Vaginal

Panel Realtime PCR kit se presenta en la Tabla 56.
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Tabla 56. Prevalencia total obtenida para VB, candidiasis y tricomoniasis mediante el método de
referencia y el test Vaginal Panel Realtime PCR Kit.

Método de rutina Vaginal Panel Realtime PCR Kit
Prevalencia (%) IC 95% Prevalencia (%) IC 95%
VB 42.2% 38.17-46.19 43.6% 39.51-47.66
Candida total 25.3% 22.15-28.35 25.5% 22.34-28.57
C. albicans 22.1% 19.24-25.05 21.9% 19.05-24.84
C. glabrata 1.7% 0.90-2.51 1.9% 1.05-2.76
C. krusei 0.4% 0.01-0.79 0.4% 0.01-0.79
Candida spp. 0.5% 0.06-0.94 0.7% 0.18-1.22
Codeteccion? 0.5% 0.06-0.94 0.5% 0.06-0.94
T. vaginalis 0.0% 1.5% 0.75-2.26

2a VB en los métodos diagndsticos de rutina se consideré cuando la puntuacién de Nugent fue de 7 a 10.
Las muestras con puntuacion de Nugent intermedia (4 a 6) no se incluyeron en el analisis.

bEl método de rutina detectd especificamente C. parapsilosis.
La codeteccion se refiere a la deteccion simultanea de dos especies de Candida.
Abreviaturas: VB, vaginosis bacteriana; IC, intervalo de confianza.

Vaginosis bacteriana

La combinacién de la tincién de Gram con la clasificacidn de Nugent y el cultivo de G.
vaginalis permitio clasificar 421 muestras como VB (puntuacidon de Nugent entre 7 y 10), 384
como microbiota normal (puntuaciéon entre 0 y 3) y 193 como microbiota intermedia
(puntuacién entre 4 y 6). El test Vaginal Panel Realtime PCR Kit interpreté 435 muestras como
VB y 370 como microbiota normal. De las 193 muestras caracterizadas como microbiota
intermedia mediante el método de rutina, 117 (60.6%) fueron interpretadas como VB y 76

(39.4%) como microbiota normal por el test Vaginal Panel Realtime PCR Kit (Figura 33).

VAGINAL PANEL REALTIME PCR KIT

MN G1
18,6%

METODO DE RUTINA

MI
193% _oume

VB G4
25,7%

VB
42,2%

MN G2
26,1%

MN VB G3
38,5% 29,7%

Figura 33. Porcentaje de muestras clasificadas en cada categoria segiin cada método. El método de
referencia clasifica las muestras en VB, MN y MI, mientras que el Vaginal Panel Realtime PCR kit las
clasifica en VB y MN y dentro de estas categorias en cuatro grados (G1, G2, G3, y G4).

Abreviaturas: VB: vaginosis bacteriana; MN, microbiota normal; MlI, microbiota intermedia; G1-G4, grado

la4.
Pagina | 133



Resultados

Se realiz6 una comparaciéon de los resultados de ambos métodos para las muestras
clasificadas como VB y microbiota normal, con el fin de evaluar la concordancia en el diagndstico
de VB. Se calcularon los valores de sensibilidad, especificidad, valor predictivo positivo (VPP) y
valor predictivo negativo (VPN). Se obtuvo una sensibilidad del 93.1% y una especificidad del
88.8%. Las diferencias en sensibilidad y especificidad no alcanzaron significancia estadistica
(valor de p = 0.125). También se calculd el coeficiente kappa de Cohen, obteniéndose un valor
de kappa de 0.82, lo cual indica una concordancia casi perfecta entre métodos. En la Tabla 57 se
presentan los resultados obtenidos del rendimiento clinico del test en evaluaciéon en
comparaciéon el método de rutina. De 193 especimenes caracterizados como intermedios por
los métodos de diagndstico de uso rutinario, 117 (60.6%) fueron interpretados como BV y 76

(39.4%) como microbiota normal segun la prueba de gPCR.

Tabla 57. Rendimiento clinico del test Vaginal Panel Realtime PCR kit para la deteccién de VB.

Método de rutina No. de No. de % % % VPP % VPN indice

(Nugent) muestras muestras Sensibilidad  Especificidad (IC 95%) (IC95%) kappa
positivas positivas (1C 95%) (1IC 95%) (IC 95%)
paraVB (G3 para MN (G1
y G4) y G2)

vB?® 392 29

Microbiot 43 341 231 558 201 ?;éZZ ?687281

icrobiota 2= ,781-
90,3-95,3 85,2-91,8 87,3-92,4
normal ( ) ( ) ( ) 94,4) 0,860)

aSe considerd VB cuando se obtuvo una puntuacion de Nugent de 7 a 10 y microbiota normal en el caso
de una puntuacién de Nugent de 0 a 3.

Abreviaturas: VB, vaginosis bacteriana; IC, intervalo de confianza; VPP, valor predictivo positivo; VPN,
valor predictivo negativo; MN, microbiota normal.

El test Vaginal Panel Realtime PCR Kit detecta y proporciona una semicuantificacién de las
dianas Lactobacillus spp., G. vaginalis y F. vaginae de manera individual. En las muestras
clasificadas como VB, se comparé el porcentaje de aquellas que contenian tanto G. vaginalis
como F. vaginae con el porcentaje de muestras que contenian solo una de estas bacterias.
También se determind el porcentaje de casos en los que no se detectd ninguna bacteria
(incluyendo Lactobacillus spp.). Los resultados mostraron que un alto porcentaje de las muestras
contenia ambas bacterias, G. vaginalis y F. vaginae (53.1%), en comparacidn con aquellas que
contenian solo una de estas bacterias (19.2% y 4.2%, respectivamente). En el 23.6% de las
muestras no se detectd ninguna bacteria. Ademas, se realizd una caracterizacién adicional de
las muestras para un analisis cuantitativo de los resultados. La carga bacteriana de Lactobacillus
spp., G. vaginalis y F. vaginae se determind utilizando la curva estandar definida en el algoritmo

para la semicuantificacién de cada bacteria. Los perfiles de cuantificacién de la carga bacteriana
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para cada categoria de puntuacién segun la tincién de Gram aplicando la puntuacién de Nugent

y el test en evaluacidn se muestran en la Figura 34.

El test en evaluacién mostré un perfil gradual con un aumento progresivo de la carga de
Lactobacillus spp. de VB a microbiota normal, en un rango de 3.6 a 7.5 log copias/mL. Las cargas
de G. vaginalis y F. vaginae aumentaron ligeramente de VB G4 a VB G3 (5.9 a 7.7 log copias/mL
y 5.5 a 6.9 log copias/mL, respectivamente), pero mostraron una disminucién progresiva de VB
G3aNM G1 (7.7 a 1.6 log copias/mLy 6.9 a 1.5 log copias/mL, respectivamente (Figuras 34-Ay
34-C).

Los resultados del método de rutina mostraron un perfil de carga de Lactobacillus spp.
similar entre VB y microbiota normal (6.8 a 7.6 log copias/mL). Para G. vaginalis y F. vaginae,
mostraron una disminucion gradual (7.4 a 4.4 log copias/mL y 6.8 a 3.4 log copias/mL,

respectivamente (Figuras 34-B y 34-C).

Cabe destacar que la categoria VB G4 mostré una baja carga de Lactobacillus spp., junto con
dos poblaciones distintas de G. vaginalis y/o F. vaginae segun el algoritmo del test molecular.
Esta distribucién bimodal se atribuye a la presencia de dos poblaciones dentro de esta categoria:

muestras con cargas bajas y altas de bacterias G. vaginalis y F. vaginae (Figura 34-A).
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Figura 34. Diagramas de dispersién que muestran la carga bacteriana (log copias/mL) de Lactobacillus
spp., G. vaginalis y F. vaginae para las cuatro categorias del test Vaginal Panel Realtime PCR Kit (A) y
las tres categorias de la puntuacién de Nugent (B). La media y la DE se representan para cada
microorganismo (C). Al comparar los perfiles de ambos métodos, el test Vaginal Panel Realtime PCR
Kit muestra una mayor variacion en la carga bacteriana de los tres microorganismos entre VB G4 y
NM G1 (A). En contraste, la puntuacidén de Nugent presenta un perfil mas constante a través de las
diferentes categorias (B).

Abreviaturas: G1-G4, grados 1, 2, 3 y 4; VB, vaginosis bacteriana; MN, microbiota normal.

Candidiasis vulvovaginal
Se identificaron 258 muestras con presencia de especies de Candida mediante métodos
diagndsticos rutinarios, siendo C. albicans la especie mas comun, seguida por C. glabrata. Seis

muestras se excluyeron del analisis final, ya que la presencia de Candida no pudo ser confirmada
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con un tercer método y las muestras originales no estaban disponibles para su verificacién. En
la Tabla 58 se presentan los valores de sensibilidad, especificidad, PPV y NPV del test Vaginal
Panel Realtime PCR Kit en comparacién con los métodos de rutina. La sensibilidad general para
la deteccion de Candida fue del 96.0%, y la especificidad alcanzé un 98.4%. Tanto la sensibilidad
como la especificidad entre las distintas especies de Candida fueron muy consistentes, sin

mostrar diferencias estadisticamente significativas (P > 0.625).

Tabla 58. Rendimiento clinico para las especies de Candida. Se compararon los métodos de cultivoy
MALDI-TOF MS con el test en evaluacion.

Vaginal Panel Realtime PCR Kit

P P
;1sltivo y MALDI-TOF VP FP VN FN Sensi;oilidad Especi/ft")icidad (I"/co ;ISP;) (;yé \9/:;)
(1C 95%) (1C 95%)

Cabians(e22) 212 7 g o oSl 9912 sesEEs ssslers
C. glabrata (n=17) 17 2 979 0 1001(()%?'5‘ 99'? éﬁ?‘} 89'957(.?5'0‘ 100

C. krusei (n=4) 4 0 9% 0 102 é?é?'s‘ 1001 (()%S)"G’ 100 100
Candida spp. (n=5) 4 3 990 1 80';)9%?'4' 99'979('3?‘1' 57‘;1('2?'4' 99'2 ég)g""
Codeteccién? (n=5) 5 0 993 0 102 (()2‘)1'1' 102 é%?ﬁ' 100 100
Condidatotsl (v=252) 202 12 78 10 SOOLRE A2 es3l2e ss7ione

aCodeteccion se refiere a la deteccién dual de Candida. En cinco muestras, ambos métodos reportaron un
resultado positivo para C. albicans y C. glabrata.

Abreviaturas: IC, intervalo de confianza; VP, verdaderos positivos; VN, verdaderos negativos; FP, falsos
positivos; FN, falsos negativos; VPP, valor predictivo positivo; VPN, valor predictivo negativo;

Ademas, el test Vaginal Panel Realtime PCR Kit identificé 32 muestras positivas para Candida
que no fueron reportadas por los métodos de diagndstico rutinarios. Estos resultados positivos
fueron confirmados mediante otra prueba NAAT, el test Candidosis Real-TM Quant. Entre las
muestras adicionales positivas detectadas, 23 muestras fueron positivas para C. albicans, 4
muestras para C. glabrata, 1 muestra para Candida spp., y 4 muestras mostraron codeteccion,
indicando la presencia de una combinacidon de dos especies. Asimismo, con el objetivo de
comparar la sensibilidad del cultivo con los métodos moleculares, se reanalizaron estas
muestras. Los resultados de los tres métodos para estas muestras se presentan en la Tabla 59.
El cultivo resultd positivo cuando el valor de Ct obtenido en los métodos moleculares fue inferior

a Ct32.
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Tabla 59. Resultados obtenidos con las distintas pruebas diagndsticas para las 32 muestras positivas
adicionales para Candida.

Especie Vaginal Panel Candidosis Real-  Cultivo + MALDI-
Realtime PCR Kit TM Quant TOF MS
C. albicans 23 23 8
C. glabrata 4 4 2
Candida spp. 1 1 1
Codeteccion de C. albicans y C. krusei 1 1 0
Codeteccion de C. albicans y C. glabrata 2 2 0?
Codeteccion de C. krusei y Candida spp. 1 1 1

aCon el método de rutina solo se detecté C. albicans.

Trichomoniasis

El examen al microscopio reveld 57 muestras con presencia de leucocitos, presumiblemente
positivas para T. vaginalis. Siguiendo los procedimientos de laboratorio, estas muestras se
cultivaron en medio Roiron, pero el pardsito no fue observado microscdpicamente en ninguna
de las muestras cultivadas. El test Vaginal Panel Realtime PCR kit detecté quince muestras
positivas para T. vaginalis entre todas las muestras analizadas. Para confirmar el resultado
obtenido con el test en evaluacién, estas quince muestras positivas fueron analizadas mediante
otro método NAAT, el test GeneProof Trichomonas vaginalis PCR Kit. El método molecular

alternativo confirmé un resultado positivo para T. vaginalis en doce de estas muestras.

Infeccion mdultiple

La vaginitis puede ser causada por una o varias infecciones simultdneamente. Dado que las
causas de la vaginitis son diversas, es importante considerar la posibilidad de infecciones
concomitantes al momento del diagnéstico. Con el objetivo de evaluar la presencia de multiples
etiologias en los casos de vaginitis, se realizé un analisis combinado de los resultados obtenidos,

determinando el porcentaje de infecciones Unicas y multiples.

Los resultados de este andlisis se muestran en la Figura 35. En los métodos de rutina, los
resultados indicaron que hubo mas casos de infeccion multiple de VB junto con VVC (10.5%) en
comparacién con la infeccién unica por VVC (10.3%). Con el Vaginal Panel Realtime PCR Kit se
obtuvo un porcentaje ligeramente superior de infeccion multiple de VB junto con VVC al
porcentaje de los métodos de rutina (12,2%). En lo referente a la tricomoniasis, los resultados
obtenidos con el test en evaluacidn mostraron un mayor porcentaje de casos de infeccidn

multiple con VB (1.3%) en comparacidn con los casos de infeccidn Unica por T. vaginalis (0.2%).
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Figura 35. Porcentaje de muestras con infeccidn Unica y multiple reportadas por ambos métodos de
diagnéstico.
Abreviaturas: VB, vaginosis bacteriana; VVC, candidiasis vulvovaginal.

Resultados invdlidos

El procesamiento de las muestras, desde su descarga en medio liquido hasta la extraccién de
acidos nucleicos y la preparacion para las qPCR con el test Vaginal Panel realtime PCR kit, se
realizé utilizando el sistema MagXtract® 3200 System. La calidad del proceso fue monitorizada
mediante los controles internos del test, disefiados especificamente para identificar posibles

errores en cualquier fase.

Una vez finalizado el procesamiento de todas las muestras, se evalud el porcentaje de
resultados invélidos obtenidos. Para ello, el proceso se dividié en dos etapas principales: (1) el
pipeteo de la muestra desde el tubo primario al reactivo de extraccién y (2) la preparacion de la
gPCR. Con el objetivo de identificar el origen de los resultados invélidos, en cada caso donde se
obtuvo un resultado invalido inicialmente, se repitié la PCR manualmente utilizando el eluido
previamente obtenido. En aquellos casos donde el resultado seguia siendo invalido tras la
repeticidn manual, se procedio a repetir todo el proceso, desde la extraccidn de acidos nucleicos

hasta la preparacion y ejecucién de la gPCR.

Los resultados obtenidos se resumen en la Tabla 60, proporcionando el nUmero y porcentaje
de muestras afectadas en cada etapa del procedimiento. Durante todos los ensayos realizados,
no se registraron fallos mecdnicos del equipo MagXtract® 3200 System, por lo que ningln

ensayo tuvo que ser abortado debido a problemas técnicos del sistema.
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Tabla 60. Resultados invalidos obtenidos durante el procesamiento automatizado de muestras con
el MagXtract® 3200 System.

N2 TOTAL DE MUESTRAS ANALIZADAS 1011
N2 MUESTRAS FALLO ETAPA 1 ‘ 16 16 %
N2 MUESTRAS FALLO ETAPA 2 ‘ 48 47 %

Comparacion entre la tincion de Gram-Nugent y el test Vaginal Panel Realtime PCR kit

En la comparacion de resultados entre las técnicas de tincion de Gram-Nugent y el test
Vaginal Panel realtime PCR kit, se identificaron tanto coincidencias como discrepancias en los
resultados reportados por ambas metodologias. Para una evaluacién detallada, se tomaron
fotografias de los portaobjetos correspondientes a las tinciones, y se compararon con los
resultados de amplificacién obtenidos por gPCR, permitiendo un andlisis exhaustivo de cada

técnica.

Se seleccionaron aleatoriamente varias muestras que mostraban tanto resultados
concordantes como discrepantes entre ambas metodologias. Con el objetivo de asegurar una
representacién precisa y significativa, en la tincién se observaron multiples campos por cada
muestra. De cada uno de ellos, se eligid una regidn que mostraba las caracteristicas mas

representativas, la cual fue fotografiada.

En el analisis de las tinciones de Gram-Nugent, se identificaron y caracterizaron los
principales morfotipos bacterianos, destacando: Lactobacillus, bacilos grandes Gram-positivos;
cocos, bacilos y cocobacilos cortos Gram-negativos o Gram-variables, asociados principalmente
con G. vaginalis, Bacteroides spp. y Mobiluncus spp.; y, células guia, células epiteliales
recubiertas por bacterias, que son un marcador diagndstico caracteristico de vaginosis
bacteriana. Ademas, se registrd la presencia de levaduras, lo que sugiere una posible infeccion
por Candida spp., asi como leucocitos, que son indicadores de una respuesta inflamatoria

asociada a infeccion o inflamacion activa.

En la Figura 36 se presentan las imagenes de las tinciones y las curvas de amplificacién de
gPCR correspondientes. Las muestras con resultados concordantes entre ambas técnicas se

ilustran en la Figura 36 (A-F), mientras que las discrepancias se evidencian en la Figura 36 (G-L).

Pagina | 140



Resultados

A-n2 60162594

B - n2 62420344

RFU (1073)
\

) A
s
g
o
<
i
g s 3 147 / :
—
Y 7 o s
0 z % -
0 10 € k) €

Cycles

— LB
— GV
— AV/CA
=il

MN: LB abundantes, bacilos/cocobacilos
Gram-variables moderados

MN G2: LB Ct 17,2; GV t 22,7; AV Ct 29,7

VB: LB pocos, bacilos/cocobacilos Gram-
variables abundantes

VB G3: LB Ct 26,7; GV no amplifica; AV Ct 19

C-n262736824

D - n2 60069391

T
30 4

Cycles

o

RFU (1073)

Cycles

VB: LB pocos, células guia, abundancia de
bacilos pequefios Gram-variables/negativos,
presencia leucocitos

VB G3: LB Ct 21,1; GV Ct 22,6; AV (t 30,4

MI: LB moderados, presencia de cocos/bacilos
Gram-variables/negativos, presencia de
levaduras

FN G2: LB (t 19,6; GV Ct 26,3; AV Ct no
amplifica

Figura 37. Comparacion de resultados entre la tincion de Gram-Nugent y el test Vaginal Panel realtime PCR kit para 6 muestras con resultados concordantes y
6 muestras con resultados discordantes. En cada interpretacidn se resumen los hallazgos mds relevantes, destacando los aspectos criticos de cada metodologia

para facilitar la comparacion.

Abreviaturas: MN, microbiota normal; VB, vaginosis bacteriana; G1-G4, grados 1-4; LB, Lactobacillus; GV, G. vaginalis; AV, F. vaginae; CA, C. albicans.
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4.7.4.2. Comparaciéon con un método NAAT

Con el objetivo de evaluar el rendimiento clinico del test disefiado en comparacién con otro
método NAAT, se realizd un estudio analizando 147 muestras clinicas previamente
caracterizadas mediante el test Allplex™ Vaginitis Screening Assay. Se compararon los resultados
obtenidos con cada test para la deteccidn de VB, candidiasis (C. albicans y Candida no albicans)
y tricomoniasis. Los valores obtenidos de sensibilidad, especificidad, VPP y VPN se presentan en

la Tabla 61.

Los niveles mas altos de sensibilidad y especificidad se obtuvieron para C. albicans y T.
vaginalis. En el caso de VB, se registré una sensibilidad alta del 90.5%, pero con una especificidad
moderada del 77.4%. Por otro lado, para Candida no albicans, la sensibilidad fue
considerablemente menor, alcanzando un 31%, mientras que la especificidad fue muy alta, del

100%.

Para analizar si las diferencias entre las clasificaciones de los dos métodos son
estadisticamente significativas, se aplicé el test de McNemar. En el caso de C. albicans y T.
vaginalis, los valores de p obtenidos fueron superiores a 0.05 (0.48 y 0.32, respectivamente), lo
gue indica que no existen diferencias significativas en las clasificaciones realizadas por ambos
métodos. Por otro lado, para la deteccion de VB y Candida no albicans, los valores de p inferiores
a 0.05 (0.009 y 0.000008, respectivamente) mostrando que hay diferencias significativas en el

diagndstico entre los métodos evaluados.

Tabla 61. Rendimiento clinico del test Vaginal Panel Real-Time PCR Kit en comparacion con el test
Allplex™ Vaginitis Screening Assay y para el diagndstico de VB, C. albicans, Candida no albicans y T.
vaginalis.

Clasificacion

VB

C. albicans

Candida no albicans

T. vaginalis

TP TN FP FN % Sensibilidad % Especificidad % VPP % VPN
(IC 95%) (1C 95%) (IC 95%) (1C 95%)
57 65 19 6 90,48 77,38 75,00 91,55
(80,41-96,42) (66,95-85,80 (66,71-81,79) (83,38-95,90)
60 79 3 5 9231 96,34 95,24 94,05
(82,95-97,46) (89,68-99,24) (86,79-98,38) (87,18-97,35)
9 118 0 20 31,03 100,00 100,00 85,51
(15,28-50,83) (96,92-100,00) (66,37-100,00) (82,21-88,28)
14 132 0 1 9333 100,00 100,00 99,25

(68,05-99,83)

(97,24-100,00)

(76,84-100,00)

(95,21-99,89)

Abreviaturas: IC, intervalo de confianza; VP, verdaderos positivos; VN, verdaderos negativos; FP, falsos
positivos; FN, falsos negativos; VPP, valor predictivo positivo; VPN, valor predictivo negativo;

Dado el mayor nimero de discrepancias observadas en el diagndstico de VB y Candida no

albicans, se decidid realizar un analisis detallado enfocado en estas dos condiciones. En el caso
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de VB, se analizd el porcentaje de deteccién de cada microorganismo en los distintos grupos de
muestras (Tabla 62). Tanto en las muestras clasificadas como microbiota normal como en
aquellas clasificadas como VB, el test Vaginal Panel Real-Time PCR Kit detecté un mayor
porcentaje de Lactobacillus spp. (48.3% y 32.0%, respectivamente) en comparacion con el test
Allplex™ Vaginitis Screening Assay (31.3% y 9.5%). En cuanto a G. vaginalis y F. vaginae, ambos
métodos mostraron un porcentaje de deteccidn menor en microbiota normal en comparacién
con VB. Sin embargo, el test Vaginal Panel Real-Time PCR Kit presenté porcentajes mas altos en
ambos casos. En los casos no detectados por el test en evaluacién para Candida no albicans, los
valores de Ct oscilaron entre 33 y 40, lo que indica que las muestras no detectadas presentan

una baja cantidad de material genético.

La deteccion de Mobiluncus spp. no pudo ser comparada, ya que este microorganismo no
estd incluido en el Vaginal Panel Real-Time PCR Kit. No obstante, en las muestras clasificadas
como microbiota normal segun el test de referencia, el porcentaje de Mobiluncus spp. detectado

fue mayor que en aquellas clasificadas como VB.

Tabla 62. Porcentaje de microorganismos identificados en la deteccion de VB por ambos métodos.

Allplex™ Vaginitis Screening Vaginal Panel Realtime PCR kit
Assay
Microbiota normal VB Microbiota normal VB
Lactobacillus spp. (%) 31,3 9,5 48,3 32,0
G. vaginalis (%) 19,0 34,0 17,0 42,2
A. vaginae (%) 6,8 29,3 15,0 36,1
Mobiluncus spp. (%) 23,8 18,4 No incluido No incluido

Abreviaturas: VB, vaginosis bacteriana.

En la Figura 38 se presenta un analisis comparativo de los resultados obtenidos por el test
Allplex™ Vaginitis Screening Assay y el test Vaginal Panel Realtime PCR kit para las diferentes
categorias de muestras. En el caso de microbiota normal, ambos métodos mostraron resultados
muy similares (29 frente a 28 muestras, respectivamente). Para VB, se observd que el test
Vaginal Panel Realtime PCR kit detectd un mayor numero de casos (35) en comparacion con el
test Allplex™ Vaginitis Screening Assay (25). En cuanto a la infeccién mixta con Candida, para
microbiota normal con C. albicans, los resultados entre ambos métodos fueron similares (27
frente a 29 muestras). Sin embargo, para microbiota normal con otras especies de Candida, el
test Allplex™ Vaginitis Screening Assay reporté un mayor nimero de casos (15 frente a 7). En la
deteccién de VB con C. albicans, el método en evaluacién identific6 mas casos (32) que el

método de referencia (22). Para la deteccion de VB con C. albicans y Candida no albicans el test
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test Allplex™ Vaginitis Screening Assay identificé 7 casos frente a ninguno reportado por el
Vaginal Panel Real-Time PCR Kit. En las categorias relacionadas con T. vaginalis, ambos métodos
reportaron seis casos de microbiota normal con T. vaginalis. Sin embargo, en el caso de VB con
T. vaginalis, el test Vaginal Panel Realtime PCR kit detectd dos casos mas. En cuanto a la infeccidn
mixta con Candida y T. vaginalis, tanto en caso de VB como de microbiota normal, el nUmero de
muestras positivas por el test Allplex™ Vaginitis Screening Assay fue mayor que por el test

Vaginal Panel Realtime PCR kit.
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Figura 38. Comparacioén de los resultados obtenidos entre el Allplex™ Vaginitis Screening Assay y el
Vaginal Panel Realtime PCR kit para las diferentes categorias de muestras.

Abreviaturas: MN, microbiota normal; VB, vaginosis bacteriana; CA, C. albicans; CNA, Candida no albicans;
TV, T. vaginalis.

4.7.5. Comparacién del rendimiento del Vaginal Panel Realtime PCR kit con otros test
comerciales

Tras evaluar el rendimiento del test Vaginal Panel Realtime PCR kit tanto a nivel interno

como externo, se realizé una comparacion con otros test comerciales disponibles en el mercado.

Esta comparacion se basé en datos de estudios clinicos que analizan el desempefio de diversas

pruebas diagndsticas con un amplio nimero de muestras, en relacién con los métodos

tradicionales: los criterios de Amsel y Nugent para VB, y la microscopia y el cultivo para VVCy

tricomoniasis.

Los resultados del analisis muestran que el test Vaginal Panel Realtime PCR kit tiene un
rendimiento clinico comparable a otros tests comerciales (Tabla 63). En particular, los valores
obtenidos para sensibilidad, especificidad y valores predictivos demuestran la capacidad del

algoritmo de diagnéstico del test para identificar con precision las especies responsables de VB.
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Tabla 63. Rendimiento de test para el diagnéstico de VB, VVC y tricomoniasis en comparacidn con otros test comerciales. La tabla compara sensibilidad, especificidad
y valores predictivos (VPP y VPN) de distintos test comerciales en el diagndstico de infecciones vaginales comunes.

Test
BD MAX™ vaginal panel
(Becton Dickinson)*?

Aptima BV assay (Hologic)*?
Aptima CV/TV assay
(Hologic)*?

GeneXpert Xpress multiplex
vaginal panel (Cepheid,
California, EEUU)?

NuSwab VB (LabCorp,
Carolina del Norte, EE. UU)
Allplex™ Vaginitis Screening
Assay (Seegene)

Vaginal Panel Realtime PCR
kit (Vircell SL)

Dianas

VB

Candida spp. (C. albicans, C. tropicalis, C. parapsilosis, y C.
dubliniensis)

C. glabrata/C. krusei

T. vaginalis

VB

Candida spp. (C. albicans, C. tropicalis, C. parapsilosis y C.
dubliniensis)

C. glabrata

T. vaginalis

VB

Candida spp. (C. albicans, C. tropicalis, C. parapsilosis y C.
dubliniensis)

C. glabrata/C. krusei

T. vaginalis

VB

VB

C. albicans

Candida spp. (C. glabrata, C. tropicalis, C. parapsilosis, C.
krusei, C. lusitaniae y C. dubliniensis)

T. vaginalis

VB

C. albicans

C. glabrata/C. krusei

Candida spp. (C. tropicalis, C. parapsilosis y C. dubliniensis)

T. vaginalis

!Aprobados por la FDA.
2Los resultados aqui reportados se basan en estudios de datos recolectados tanto de autotoma como de muestras obtenidas por personal clinico.
3Esta comparacion es con el GeneXpert TV.

Sensibilidad (%)

89.8-90.5
90.7-98.4

75.9-100
93.1-100
95.0-97.3
91.7-92.9

84.7-86.2
96.5-97.1

96.7

87.9-91.7
66.7-88.1
91.1-91.7

94.4-100
93.1-96
94-95.9
96-100

80-97
96

Especificidad (%)

85.8-96.5
91.4-96.8

99.6-100
99.1-100
85.8-89.6
91.0-94.9

99.1-98.7
95.1-98.9

92.2

86.6-87.7
98.2-98.8
95.6-96.2

99.9
88.8-92
99.1-100
99.8-100
99.7-100
100

VPP (%)
86.7-89
84.1-93.9

81-100
89.4-100

93.8-94
97.5-98

93.6-97.8
97.3
94

66.2-76.3
84.3-85.7
75.9-78.6

83.3-94.4
90.1-92.3
96.8-100
89.5-100
57.1-100
100

VPN (%)
87.7-97.3
95.7-99.2

99.6-100
99.4-100

92.9-93.8
92.1-94.6

99.3-99.6
99.6-99.8
95.6

94.1-97.3
96.4-98.7
98.6-98.7

99.9-100
92.2-96
94-98.8
96-100
96-99.9

96

Referencia

Coleman et al. 2018 [61]
Aguirre-Quifonero et al.
2019 [70]
Thompson et al. 2020
[130]

Schwebke et al. 2020
[131]

Lillis et al. 2023 [46]

Coleman et al. 2018 [61]

Vieira-Baptista et al. 2021
[132]
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5. DISCUSION

Los resultados obtenidos en este trabajo resaltan avances significativos en el uso de técnicas
moleculares, evidenciando mejoras tanto en sensibilidad como en especificidad en comparacion
con las metodologias tradicionales y otras pruebas disponibles comercialmente. A continuacidn,
se plantea la discusién de varios aspectos clave identificados durante el desarrollo de este

proyecto.

La identificacién de dianas genéticas altamente conservadas y especificas para cada
microorganismo objetivo constituye un paso critico en el desarrollo de cualquier herramienta
de diagndstico molecular. En este proyecto, la seleccion de genes para los principales patégenos
implicados en VB, VVCy tricomoniasis se basé en criterios clinicos, moleculares y de inclusividad,

priorizando su aplicabilidad y especificidad diagnédstica.

Para las especies de Lactobacillus spp., inicialmente se considerd el gen 16S ARNr debido a
su uso generalizado en estudios microbioldgicos. Sin embargo, su alta variabilidad entre especies
y su naturaleza multicopia dificultaron alcanzar la especificidad requerida. Por ello, se optd por
el gen rplK, que permite la identificacién mas precisa de las principales especies predominantes
en la microbiota vaginal: L. crispatus, L. gasseri, L. jenseniiy L. iners [133]. Aunque inicialmente
se propuso incluir Unicamente la deteccién de L. crispatus, por ser la especie mas frecuente,
diversos estudios han destacado la relevancia de incluir otras especies (L. gasseri, L. jenseniiy L.
iners), dada su alta prevalencia y papel clave en la disbiosis vaginal [20,134—-136]. Las especies L.
crispatus, L. gasseriy L. jensenii se caracterizan por su capacidad de proteger el entorno vaginal
mediante la produccién de acido lactico, perdéxido de hidrégeno y bacteriocinas, compuestos
que inhiben el crecimiento de bacterias patdgenas. Por esta razén, una microbiota dominada
por estas especies se considera un biomarcador confiable de un ecosistema vaginal saludable.
Sin embargo, L. iners presenta un caso particular. Aunque su presencia se detecta tanto en
microbiotas saludables como en estados de disbiosis, su capacidad limitada para producir
perdxido de hidrégeno y una forma menos activa de acido lactico ha generado debate sobre su
utilidad como indicador positivo de salud vaginal [1,16]. A pesar de esta controversia,
investigaciones recientes han confirmado que L. iners es una de las especies mas prevalentes en
ciertas poblaciones vaginales [14]. Asimismo, algunos estudios sugieren que podria ser una
especie transicional, desempefiando un papel clave en la recolonizacién del entorno vaginal tras

alteraciones microbianas [135,137]. Aunque su rol exacto en la estructura de la comunidad
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bacteriana vaginal no estd completamente definido, su alta prevalencia en muestras vaginales
resalta su relevancia dentro del ecosistema microbiano. Los ensayos realizados confirmaron la
presencia de estas cuatro especies de Lactobacillus en el 94.1% de los casos analizados,
destacando L. iners como la especie mas frecuente, tanto en muestras clasificadas como VB

como en microbiota normal, seguida por L. gasseri (Figura 18).

Las bacterias G. vaginalis y F. vaginae se seleccionaron por ser marcadores clave en el
desarrollo de VB. La region 16S del ARNr es ampliamente utilizada en diagndsticos moleculares
debido a su alta conservacién y especificidad dentro del género. Aunque la variabilidad entre
especies cercanas es baja, los alineamientos realizados garantizan la diferenciacién necesaria
para evitar falsos positivos. Estudios previos han destacado que esta regién es fundamental para

la deteccidn precisa de estos microorganismos ante disbiosis vaginal [47,138,139].

La diana ITSR ha sido validada en multiples estudios como la mejor opcién para la
identificacion de especies de Candida. Esta regidon contiene secuencias especificas que permiten
diferenciar entre C. albicans y especies no albicans, como C. glabrata, C. kruseiy C. parapsilosis.
La inclusiéon de la diana ITSR permite diagndsticos diferenciales para guiar el tratamiento
antifungico [48,140]. Aunque C. albicans sigue siendo la especie mas prevalente, estudios
recientes han demostrado un aumento en la incidencia de las especies Candida no albicans,
como C. glabrata, C. krusei, C. parapsilosis y C. tropicalis. Este cambio epidemioldgico tiene
importantes implicaciones clinicas, ya que estas especies presentan patrones de resistencia a
tratamientos antifingicos estandar, particularmente fluconazol, uno de los medicamentos mas
comunmente utilizados para tratar infecciones por Candida [22,88,89]. Mientras que fluconazol
es eficaz contra la mayoria de las infecciones por C. albicans, especies como C. glabrata y C.
krusei muestran susceptibilidad reducida o resistencia intrinseca, lo que representa un desafio
terapéutico significativo [86]. Estas dificultades son especialmente preocupantes en infecciones
recurrentes, ya que la VVC causada por C. glabrata se ha asociado con un mayor riesgo de

recurrencia en comparacion con la causada por C. albicans [86,141].

Para la deteccién del protozoo T. vaginalis, se selecciond la diana TRIDNATARP debido a que
es altamente conservada, especifica y esta presente en multiples copias dentro del genoma de
T. vaginalis. Estas caracteristicas no solo incrementan la sensibilidad del diagnéstico, sino que
también permiten una diferenciacién precisa entre T. vaginalis y otros protozoos relacionados,

lo cual es critico en entornos clinicos [38].

En las etapas iniciales del disefio, se evalud la posibilidad de incluir otros microorganismos

relacionados, como Ureaplasma urealyticum, Ureaplasma parvum y Mycoplasma hominis. Sin
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embargo, esta opcidn fue descartada debido a la alta ubicuidad de estos microorganismos, ya
gue no siempre estan asociados con la patologia en cuestién. M. hominis y Ureaplasma spp. son
las especies que colonizan con mayor frecuencia el tracto urogenital humano, pudiendo aislarse
tanto en hombres como en mujeres, y su presencia no siempre indica enfermedad. Aunque en
la mayoria de los casos son asintomaticos, se han asociado con afecciones como cervicitis o

uretritis [142].

La evaluacidén clinica tradicional de la vaginitis se basa en una combinacion de factores,
incluidos los sintomas clinicos, el historial médico, las técnicas de microscopia y el cultivo

microbioldgico [6,22].

Para el diagndstico de VB, la tincidn de Gram aplicando el método de Nugent es considerado
el estandar de referencia [47,61]. El examen microscépico de un frotis en fresco y el cultivo en
medio selectivo han sido los métodos tradicionalmente empleados para diagnosticar especies
de Candida y T. vaginalis. Estas técnicas ofrecen ventajas como su bajo costo y la simplicidad de
implementacién, ya que no requieren equipamiento avanzado, lo que implica que sigan
utilizdndose en muchos laboratorios clinicos. Sin embargo, presentan importantes limitaciones:
requieren transporte rapido de las muestras, son laboriosas y dependen de personal altamente
cualificado para interpretar los resultados. Ademas, los cultivos pueden tardar hasta una
semana en generar resultados, lo que retrasa tanto el diagndstico como el inicio del tratamiento
[44,47,61,88]. En el caso de T. vaginalis, estas técnicas presentan una sensibilidad limitada
debido a la baja motilidad del parasito, lo que dificulta su deteccion mediante métodos
tradicionales. Por esta razon, se recomienda el uso de NAATs para un diagndstico mas preciso
[22,38,143,144]. Adema3s, se ha demostrado que las técnicas convencionales no son adecuadas
para el diagnéstico de tricomoniasis en hombres, donde la carga parasitaria suele ser mas baja
y el acceso a muestras representativas es mds complicado [39,54]. El uso de NAATs ofrece
importantes ventajas sobre las pruebas tradicionales gracias a su alta sensibilidad y
especificidad. Su capacidad de automatizacién para procesar varias muestras de manera
simultanea, rapidez y compatibilidad con una variedad de tipos de muestras genitales, como
orina, hisopos vaginales autocolectados y endocervicales, facilita significativamente el

diagndstico de vaginitis.

Dadas las diversas etiologias y perfiles bacterianos involucrados, el algoritmo diagndstico
para la VB sigue siendo un tema de discusion constante. Ademas, el microbioma vaginal

experimenta fluctuaciones dindmicas a lo largo de la vida de las mujeres, especialmente en
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respuesta a cambios hormonales [1]. Las bacterias patégenas mds prevalentes asociadas con la
VB son G. vaginalis y A. vaginae. Otros géneros descritos recientemente como potenciales
causantes de VB incluyen Megasphaera spp., BVAB-2 y el género Mobiluncus. Ciertas
investigaciones identifican a Gardnerella spp. como la bacteria predominante y un buen
indicador de infeccidn, sin embargo, estas bacterias también pueden encontrarse en mujeres
sin VB [23,47,61,145]. En particular, la combinacién de G. vaginalis con F. vaginae se ha
relacionado estrechamente con la formacidn de biofilms, lo que contribuye a las recurrencias y

dificulta el tratamiento [5,25,26,61,146].

Aunque algunos estudios cuestionan la utilidad de Lactobacillus como indicador para el
diagndstico de VB, su presencia refleja la capacidad del sistema para defenderse frente a
infecciones y el grado de alteracién de la microbiota vaginal. Ademas, puede ser un marcador
util para evaluar la necesidad de administrar probidticos, especialmente durante tratamientos
con antibidticos. Estudios recientes que emplean NAATs han destacado las ventajas de incluir
especies de Lactobacillus como indicadores positivos de una microbiota vaginal saludable
[130,132,147,148]. Un metaanalisis de Mufioz-Barreno et al. (2021) concluyd que las terapias
combinadas de antibidticos y probidticos no solo mejoran las tasas de curacidn, sino que
también reducen significativamente las tasas de recurrencia de infecciones vaginales [149].
Estas evidencias respaldan la integracion de especies beneficiosas de Lactobacillus en los
enfoques terapéuticos y diagndsticos, promoviendo estrategias mas efectivas para el manejo de

infecciones vaginales recurrentes.

La deteccién de especies como F. vaginae, que no suelen identificarse mediante técnicas
tradicionales como la tincion de Gram o el cultivo, mejora significativamente la sensibilidad
diagndstica en comparacion con métodos convencionales. Esto resalta la necesidad de
implementar pruebas moleculares complementarias para identificar otros agentes etioldgicos
implicados en el diagndstico de VB [14,150]. La relevancia clinica de F. vaginae radica en su
asociaciéon con la resistencia a los tratamientos, como el metronidazol, que actualmente es el
tratamiento de primera linea para la VB destacando la importancia de métodos diagndsticos

avanzados para un manejo terapéutico mas eficaz [4,26,83].

En base a estos hallazgos, para el algoritmo de deteccion de VB se decidié incluir la deteccion
de G. vaginalis, F. vaginae y Lactobacillus spp.. Inicialmente, se considerd la inclusidon de
Megasphaera spp., BVAB-2 y el género Mobiluncus. Sin embargo, los resultados obtenidos
llevaron a descartar a Mobiluncus spp. debido a su alta prevalencia tanto en muestras de VB
(70.3%) como en microbiota normal (82.4%), lo que sugiere que su presencia no es especifica de

VB. Por otro lado, Megasphaera spp. y BVAB-2 mostraron una prevalencia inferior al 15% en
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microbiota normal, aunque también tuvieron un porcentaje relativamente bajo (33.3%) en
muestras positivas para VB, lo que generd dudas sobre su relacién con esta condicidn y resulté

en su exclusion del algoritmo (Tabla 33).

El uso de modelos de regresién para definir el diagndstico, como se ha propuesto en
estudios previos [138,151], permitié implementar un algoritmo con una excelente capacidad
discriminatoria, evidenciada por un AUC de 0.950. La sensibilidad del 93% y la especificidad del

90.4% obtenidas en las muestras analizadas refuerzan su utilidad clinica (Figura 21).

La seleccidn del master mix es un componente crucial en el disefio y desarrollo de cualquier
ensayo de qPCR, ya que impacta directamente en la sensibilidad, especificidad, reproducibilidad
y robustez del ensayo. Los resultados obtenidos en este estudio durante la evaluacién y
optimizacion del master mix destacan la importancia de evaluar diferentes formulaciones para
identificar aquella que ofrezca el mejor desempefio bajo las condiciones experimentales
especificas. Se analizaron master mix de Promega, New England Biolabs, Apto-Gen y Meridian
Bioscience, observandose variaciones significativas en términos de sensibilidad, intensidad de
fluorescencia y estabilidad. EIl MM3 de Meridian Bioscience fue seleccionado como el mas
adecuado, gracias a su capacidad para lograr valores de Ct mds bajos (mejor sensibilidad) y
mayor consistencia entre réplicas. Aunque el MM4, también de Meridian Bioscience, mostré un
mejor rendimiento para el control interno y ciertas dianas especificas (C. albicans, C. glabrata 'y
C. krusei), presentaba mayor variabilidad y menor reproducibilidad en comparacién con el MM3.
Adicionalmente, el andlisis de los niveles de fluorescencia relativa confirmé que el MM3

generaba sefales mas intensas en la mayoria de las dianas analizadas.

La inclusion del gen ARNsa P humano como control interno endégeno es un elemento clave
para garantizar la calidad de las muestras y detectar posibles inhibiciones en la reaccion. Este
control asegura que el ADN extraido sea de alta calidad y valida la eficacia del proceso de
amplificacion. Su inclusion en el test afiade una capa adicional de robustez al ensayo,
aumentando la fiabilidad de los resultados. Esto es particularmente relevante para las muestras
obtenidas mediante autotoma, una metodologia en creciente demanda que facilita tanto la

recoleccidon de muestras como el diagndstico de infecciones de este tipo [50,152].

Para evitar interferencias entre sefiales y maximizar la capacidad de deteccién del

termociclador, se decidié dividir las dianas en dos tubos separados, asignando diferentes canales
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de fluorescencia a cada diana. Esta estrategia, comun en disefios de PCR multiplex, mejora
significativamente la precisidon diagndstica. La validacién del formato multiplex demostré que las

sefiales de todas las dianas eran consistentes y no presentaban interferencias significativas.

La extraccién de ADN es una etapa critica en el desarrollo de pruebas moleculares, ya que
impacta directamente en la sensibilidad, especificidad y reproducibilidad del diagndstico. En
este estudio, se evaluaron diferentes medios de recoleccién, métodos y protocolos de
extraccién para garantizar que el test desarrollado ofreciera resultados confiables y

consistentes.

Se analizaron tres métodos de extraccion utilizando kits comerciales de Hain Lifescience,
TANBead y PCRBIO. Los kits de Hain Lifescience y TANBead fueron seleccionados por su
compatibilidad con la automatizacién, facilidad de uso y resultados dptimos en estudios previos.
Por otro lado, el kit de PCRBIO fue evaluado como una alternativa manual y rdpida. Para validar
estos métodos, se compararon dos medios de recoleccién: DeltaSwab Amies y DeltaSwab
ViICUM®, Las diferencias en el rendimiento y los valores de Ct permitieron evaluar la eficiencia
de cada combinacién de método y medio de recoleccién. Los kits basados en particulas
magnéticas (TANBead y Hain Lifescience) mostraron un rendimiento comparable, con
diferencias en los valores de Ct inferiores a 1.3 ciclos para las dianas analizadas,
independientemente del medio de recoleccidn. Sin embargo, el kit de PCRBIO presentd una
mayor variabilidad en los valores de Ct y un rendimiento inferior en la deteccion de G.
vaginalis/A. vaginae, Candida spp. y T. vaginalis. Este efecto fue mas pronunciado al utilizar el
medio DeltaSwab ViCUM® en comparacién con DeltaSwab Amies. En comparacién con los kits
de TANBead y Hain Lifescience, el kit de PCRBIO mostré diferencias en Ct de entre 3 y 5.7 ciclos,
lo cual es significativo, ya que representa aproximadamente una orden de magnitud en la
cantidad de ADN detectado (Tabla 41). Aunque el nimero de muestras disponibles para esta
comparacién fue limitado (20 muestras), los resultados sugieren que la composicién y capacidad
de estabilizacidn del DeltaSwab Amies facilitan una mejor preservacién del material genético de
estos microorganismos. Este medio se ha descrito como una opcién adecuada para la
recoleccidn y transporte de muestras debido a su capacidad para preservar la viabilidad de los

microorganismos, lo que permite un analisis microbioldgico posterior eficiente [153,154].

Dada la complejidad en la extraccién de ADN de T. vaginalis, se realizé un analisis especifico
comparando el rendimiento del kit de PCRBIO con el de Hain Lifescience. Cuatro muestras (TV6,

TV22, TV23 y TV24) resultaron negativas con el kit de PCRBIO pero positivas con el de Hain
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Lifescience, lo que destaca la menor sensibilidad del kit PCRBIO para la deteccion de este
protozoo (Figura 27). Este desempenio se atribuye a la posible menor eficiencia de los reactivos

y del protocolo de extraccidon de PCRBIO para esta diana en particular.

La comparacién de los métodos de extraccion destaca que TANBead y Hain Lifescience son
opciones igualmente confiables para la extraccién de ADN en pruebas moleculares, superando
en desempeiio al método PCRBIO. Los protocolos evaluados mostraron variaciones en la calidad
y cantidad de ADN extraido, diferencias atribuibles a factores como el tiempo de lisis, los
tampones de lavado y los volimenes de elucién. Estos resultados respaldan la preferencia por
los métodos automatizados en entornos clinicos, ya que reducen significativamente la
variabilidad técnica y minimizan el riesgo de contaminacion cruzada. Esto asegura un

desempeno mas robusto, consistente y reproducible en el diagndstico molecular.

La evaluacién funcional interna del test constituye un elemento clave en el desarrollo y
validacién de herramientas diagndsticas, ya que permite establecer pardmetros como la
fiabilidad, sensibilidad, especificidad y reproducibilidad bajo condiciones controladas. En este
trabajo, se llevaron a cabo pruebas exhaustivas para garantizar que el disefo final del test
cumpliera con los estdndares clinicos y regulatorios del Reglamento (UE) 2017/746 para la
comercializacién de dispositivos IVD, mostrando su desempefio en la deteccién de infecciones

vaginales.

El LoD del test se determind en un rango de 0.7 a 10 copias/ulL para todas las dianas
analizadas (Tabla 46). Este rango asegura una alta sensibilidad, permitiendo la deteccién precisa

de cargas microbianas bajas.

En el estudio de precisidn, se calcularon los coeficientes de variacién intraensayo,
interensayo, entre dias y entre equipos para varias muestras positivas y el control positivo. Los
valores obtenidos fueron consistentemente inferiores al 4%, evidenciando una elevada

reproducibilidad y repetitividad del método propuesto (Tabla 47).

La evaluacion de la especificidad analitica y la reactividad cruzada, realizada tanto in situ
como in silico, confirma la alta especificidad del disefo. Se descartd, entre otros, laamplificacion
inespecifica de especies no objetivo dentro del género Candida y de bacterias asociadas a la

microbiota vaginal normal.

La capacidad del método para detectar diversas variantes de las dianas genéticas fue
corroborada mediante un estudio de inclusividad, en el cual se obtuvo un alto porcentaje de

homologia entre las secuencias analizadas y los oligonucleétidos y sondas integrados en el test
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(Tabla 48). Esto garantiza la deteccidn de las dianas a nivel global, asegurando su eficacia en

diferentes contextos clinicos y poblacionales.

Se evaluaron la sensibilidad y la especificidad analitica del test para garantizar su desempefio
clinico. Los resultados mostraron una sensibilidad en el rango de 94-97% para todas las dianas
objetivo, y una especificidad de 92% para VB y del 100% para Candida y T. vaginalis (Tabla 49-
51). La menor especificidad observada para VB puede atribuirse a la naturaleza polimicrobiana
de esta condicidn, caracterizada por una combinacidon de especies bacterianas, asi como a las
diferencias entre los métodos diagndsticos utilizados. El criterio de Nugent clasifica VB mediante
una evaluacién semicuantitativa de la microbiota vaginal, basada en la observacién microscépica
de tres grupos bacterianos principales: Lactobacillus spp., G. vaginalis, Bacteroides spp. y
Mobiluncus spp. En contraste, el test molecular utiliza marcadores genéticos especificos para
identificar directamente Lactobacillus spp., G. vaginalis y F. vaginae. Estas diferencias
metodoldgicas pueden generar discrepancias en la clasificacion de los casos, lo que impacta la

especificidad del test.

El formato del producto, que incluye la mezcla de PCR y el control positivo en presentacion
liofilizada, demostrd una excelente estabilidad, lo que facilita su transporte y almacenamiento.
El porcentaje de CV maximo de 5.4% indica una alta reproducibilidad del kit incluso bajo
condiciones exigentes como el transporte o el uso prolongado (Tabla 52). Los ensayos de
estabilidad acelerada permitieron estimar la estabilidad del producto durante toda su vida util,
resultados que fueron posteriormente confirmados mediante estudios de estabilidad en

condiciones reales.

Las pruebas realizadas en plataformas como Azure Cielo™ 6 Real-Time PCR System y
MagXtract® 3200 System demostraron la adaptabilidad del test a diferentes sistemas,
ampliando su aplicabilidad en diversos laboratorios clinicos. En la comparacién entre el Azure
Cielo™ 6 Real-Time PCR System y el CFX96™ Real-Time PCR Detection System, se obtuvieron
resultados idénticos, evidenciando la funcionalidad del test en ambos sistemas de amplificacion.
Por su parte, el MagXtract® 3200 System mostré una alta concordancia (98.6%) con el equipo
Maelstrom™ 4800, confirmando que ambos sistemas son equivalentes en términos de

rendimiento técnico.

El test Vaginal Panel RealTime PCR Kit procesado con MagXtract® 3200 demostré una alta
eficacia en la extraccién de patégenos como Candida y T. vaginalis, alcanzando sensibilidades

del 93.2% y 100%, respectivamente, en comparacion con el método de referencia utilizado en
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este estudio, el test Allplex™ Vaginitis Screening Assay. No obstante, los valores de sensibilidad
y especificidad para la VB fueron ligeramente inferiores, registrando un 86.1% y un 79.4%,
respectivamente (Tabla 54). Estas discrepancias pueden atribuirse a diferencias en los
algoritmos de clasificacion de VB entre los métodos. Los resultados de amplificacién y del control
interno no evidenciaron inhibicidn ni fallos en la extraccidon que pudieran haber afectado la

eficiencia del kit.

La validacién y comparacion del test Vaginal Panel Real-Time PCR Kit en un entorno
hospitalario frente a métodos tradicionales como la tincion de Gram-Nugent, cultivo y MALDI-
TOF MS y frente a otros métodos moleculares es un componente esencial para establecer su

utilidad en el diagnéstico clinico.

En el caso de la VB, la puntuacién de Nugent clasifica las muestras en tres grupos, mientras
gue el test Vaginal Panel Realtime PCR Kit las clasifica en dos grupos, subdivididos en dos grados
cada uno. Debido a esta discrepancia en la clasificacion, las muestras identificadas como
microbiota intermedia segin Nugent fueron excluidas del andlisis presentado en la Tabla 57.
Estudios previos que evaluaron métodos moleculares enfrentaron problemas similares, con la
necesidad de excluir estas muestras debido a las diferencias entre las clasificaciones de métodos
tradicionales y moleculares [69,155]. Los resultados obtenidos demuestran un alto desempefio
del test en evaluacion, con una sensibilidad del 93.1% y una especificidad del 88.8%, lo que
indica que las dianas y el algoritmo incluidos en el test son herramientas precisas para el

diagndstico de VB.

El microbioma vaginal experimenta fluctuaciones a lo largo de la vida de las mujeres, a
menudo en respuesta a cambios hormonales [1]. Estudios que utilizan NAATs, tanto de
desarrollo propio como comerciales, han destacado las ventajas de incluir Lactobacillus como
un marcador positivo de una microbiota saludable [130,132,148,150]. Los hallazgos de este
estudio son consistentes con investigaciones previas, subrayando que la presencia de
Lactobacillus en el diagndstico de VB constituye un indicador confiable de infeccién. Se identificd
que un 23.6% de los casos de VB presentaban niveles muy bajos o ausencia de bacterias
anaerobias, ademas de una ausencia de Lactobacillus. Por lo tanto, la inclusion de este marcador
es crucial para evaluar el estado del microbioma vaginal e identificar casos en los que la infeccidon
podria atribuirse a otros microorganismos. Estudios reportan que el diagndstico de Lactobacillus
es particularmente importante en mujeres posmenopdausicas debido a la disminucién de estos

microorganismos afectando a la salud del microbioma vaginal [39,47,88,89].
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La formacion de biofilms desempefia un papel crucial en la patogénesis de la VB, las
recurrenciasy los fracasos terapéuticos [146]. Los resultados del test Vaginal Panel Realtime PCR
Kit revelaron un porcentaje significativamente alto de muestras positivas para G. vaginalis y F.
vaginae (53.1%), en comparacién con aquellas positivas para solo una de estas bacterias (19.2%

y 4.2%).

El andlisis cuantitativo de la carga bacteriana mediante curvas estandar mostré diferencias
significativas entre las categorias de puntuacién de Nugent y los resultados del test a estudio.
Mientras que los métodos diagndsticos tradicionales indicaron cargas similares de Lactobacillus
spp. en las tres categorias de Nugent, el test Vaginal Panel Realtime PCR Kit mostré un aumento
gradual de Lactobacillus desde VB G4 hasta NM G1 (Figura 34-C). Esta capacidad de detectar y
cuantificar especies bacterianas permite una evaluacion mds precisa de la VB y del estado
general del microbioma vaginal. El test en evaluacién identificd una distribucidon bimodal dentro
de la categoria VB G4, sugiriendo que no todos los casos VB G4 son homogéneos. Algunos
podrian representar estados transicionales de equilibrio microbiano caracterizados por niveles
variables de G. vaginalis y F. vaginae. Esta distincidn tiene relevancia clinica, ya que pacientes
en la categoria VB G4 podrian beneficiarse de estrategias terapéuticas personalizadas basadas
en sus perfiles bacterianos. Por el contrario, los métodos diagndsticos tradicionales mostraron
cargas similares de Lactobacillus spp. entre VB y microbiota normal, pero reflejaron una
disminucién mas consistente en las cargas de G. vaginalis y F. vaginae. Estos resultados resaltan
la utilidad del test Vaginal Panel Realtime PCR Kit para detectar variaciones sutiles en las
poblaciones bacterianas que no son identificadas por los métodos tradicionales. Este test podria
utilizarse para el seguimiento clinico de las pacientes, permitiendo analizar la evolucidn y las

variaciones en la microbiota vaginal.

Para el diagnéstico de especies de Candida, la sensibilidad, especificidad, VPP y VPN
mostraron una alta concordancia entre el test Vaginal Panel Realtime PCR Kit y los métodos de
diagnodstico de rutina (Tabla 58). La prevalencia de C. albicans fue significativamente mayor,
alcanzando un 87.7%, en comparacion con las especies de Candida no albicans (10.3%), en
concordancia con datos reportados previamente [35,88]. Sin embargo, dada la creciente
incidencia de especies de Candida no albicans en los ultimos afios, su diagndstico requiere
especial atencion, ya que estas especies estan asociadas con infecciones recurrentes y fracasos
terapéuticos [6,35,85,88]. Ademas, los resultados obtenidos con el test en evaluacién
identificaron 32 muestras adicionales positivas para Candida que no fueron detectadas por los
métodos diagndsticos tradicionales. Estos hallazgos fueron corroborados mediante otro ensayo

NAAT, el test Candidosis Real-TM Quant, destacando la capacidad superior de los NAATs para
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identificar infecciones por Candida que podrian haber pasado desapercibidas con métodos
convencionales. La deteccién de infecciones mixtas en cuatro muestras es especialmente
relevante, ya que estas infecciones pueden requerir estrategias terapéuticas distintas en

comparacién con las infecciones mono-especie.

Respecto al tratamiento de infecciones por VVC, el fluconazol es eficaz para muchas especies
de Candida, particularmente C. albicans. Sin embargo, especies como C. glabrata y C. krusei
muestran una susceptibilidad reducida o incluso resistencia a este antiflingico, lo que representa
un desafio significativo para su manejo clinico [86]. Ademas, la VVC causada por C. glabrata esta
asociada con un mayor riesgo de recurrencia en comparacién con las infecciones provocadas
por C. albicans. [88]. En esta linea, el test Vaginal Panel Realtime PCR Kit permite detectar de
manera eficaz las especies mas comunes de Candida no albicans, facilitando una deteccion mas

tempranay precisa en comparacién con los métodos diagndésticos convencionales.

En el diagndstico de T. vaginalis, el test Vaginal Panel Real-Time PCR Kit identificé 15 casos
positivos que no fueron detectados por los métodos tradicionales, lo que pone de manifiesto la
baja sensibilidad de estas técnicas convencionales y respalda la recomendacién de utilizar NAATs
para el diagndstico de este patogeno [22,39,45]. El analisis con otro test NAAT, el test GeneProof
Trichomonas vaginalis PCR Kit, confirmé 12 de los resultados, mostrando una alta concordancia
entre ambos métodos. Sin embargo, los tres casos positivos detectados por el test qPCR pero
no confirmados por el otro NAAT podrian representar falsos positivos o diferencias en la
sensibilidad entre las pruebas. Estos hallazgos refuerzan la superioridad de los NAATs para la
deteccion confiable de T. vaginalis, en comparacién con métodos tradicionales como el examen

en fresco, la tinciéon de Gram y el cultivo.

Las infecciones multiples, que incluyen VB, VVC y tricomoniasis, aunque menos comunes
que las infecciones individuales, representan un desafio clinico importante. Tradicionalmente,
estas infecciones se han estudiado de forma aislada debido a sus etiologias y sintomas clinicos
distintivos. Sin embargo, la disbiosis vaginal asociada con VB puede predisponer el entorno
vaginal a la colonizaciéon por otros patdgenos, lo que incrementa el riesgo de ITS y otras
infecciones vaginales, como VVC y tricomoniasis [27,89]. Estudios han reportado que la
tricomoniasis a menudo modifica el microbioma vaginal, induciendo un estado caracteristico de
VB [38,89]. Estas infecciones multiples pueden causar sintomas mas severos y episodios
recurrentes, lo que resalta la importancia de un diagndstico preciso y un tratamiento adecuado.
Los resultados obtenidos evidenciaron una alta incidencia de infecciones multiples, destacando
particularmente las infecciones mixtas de VB con VVC y de VB con tricomoniasis (Figura 35).

Comprender la relacidon entre la disbiosis vaginal inducida por VB y el mayor riesgo de
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colonizacion por patdgenos es crucial para desarrollar estrategias efectivas de prevencién y
tratamiento. No solo con el objetivo de mejorar la salud vaginal, sino también de reducir el riesgo

de complicaciones e infecciones asociadas.

En la evaluacion del rendimiento del procesador MagXtract® 3200 System, se registré un
porcentaje de resultados invalidos entre el 1.6% y el 4.7% (1.6% en la etapa 1y 4.7% en la etapa

2), lo que demuestra la funcionalidad y confiabilidad del sistema.

La comparacién de resultados entre la tincion de Gram-Nugent y el test Vaginal Panel Real-
Time PCR Kit destaca tanto las fortalezas como las limitaciones de cada metodologia en el
diagndstico de infecciones vaginales. Los andlisis de muestras concordantes y discordantes,
junto con el examen detallado de tinciones y curvas de amplificacién, subrayan Ia
complementariedad de ambas técnicas, que difieren fundamentalmente en su enfoque: la
identificacion visual de morfotipos bacterianos frente a la deteccion cualitativa y cuantitativa de
ADN bacteriano. Las discrepancias observadas entre los métodos se atribuyen principalmente a
varios factores. En el caso de la tincion de Gram-Nugent, estas incluyen la dependencia de la
experiencia del técnico, la subjetividad en la evaluacion de los morfotipos y la falta de
cuantificacion precisa de bacterias especificas. Por otro lado, en el caso de la gPCR, las
discrepancias pueden derivarse del uso de umbrales definidos para clasificar las muestras segun
las proporciones de carga bacteriana, lo que puede resultar en una sobreclasificacion de VB en

muestras con microbiota intermedia.

Con el objetivo de comparar el rendimiento clinico del test Vaginal Panel Real-Time PCR Kit
con otro método molecular de caracteristicas similares, el test Allplex™ Vaginitis Screening
Assay, se determinaron la sensibilidad, especificidad, VPP y VPN para el diagnéstico de VB,
candidiasis y tricomoniasis. Para la deteccion de VB, el test en evaluacién mostré una
sensibilidad del 90,5% y una especificidad del 77,4% (Tabla 61). Aunque la sensibilidad es alta,
lo que indica que el test detecta la mayoria de los casos de VB, la especificidad es moderada,
con un VPP del 75%. Esto sugiere la presencia de un nuimero significativo de falsos positivos,
posiblemente debido a las diferencias en las definiciones diagndsticas entre los métodos
utilizados, puesto que ambos métodos emplean algoritmos propios para la clasificacion de la
microbiota y presentan dos diferencias de deteccidén. Por un lado, el test Allplex™ Vaginitis
Screening Assay incluye la deteccién de Mobiluncus spp.. Al analizar los casos positivos para
Mobiluncus spp., se observd una mayor detecciéon en muestras clasificadas como microbiota

normal segin el método de referencia (Tabla 62). Estos resultados cuestionan el papel de
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Mobiluncus spp. en el diagndstico de VB. Aunque el criterio de Nugent también considera la
presencia de Mobiluncus spp., su deteccidon y relevancia clinica requieren estudios adicionales
para comprender mejor su papel en el diagndstico y manejo de VB. Por otro lado, el test Vaginal
Panel Real-Time PCR Kit incluye la deteccion de L. iners. lo que podria justificar la mayor tasa de
deteccion de Lactobacillus spp. con este test en comparacién con el test Allplex™ Vaginitis

Screening Assay tanto en los casos de VB como en de microbiota normal.

El rendimiento del test para la deteccion de C. albicans fue excelente, con una sensibilidad
del 92.3% y una especificidad del 96.3%. Estos valores, junto con un VPP del 95.2% y un VPN del
94.1%, reflejan la alta capacidad del test para identificar esta especie con precisiéon, minimizando
falsos positivos y negativos (Tabla 61). Este rendimiento es clinicamente relevante, ya que C.
albicans es la especie mas prevalente en la VVC, representando entre el 80% y el 92% de los
casos [48,88]. Sin embargo, para Candida no albicans, el test en evaluacién mostré una baja
sensibilidad (31.0%), aunque con una especificidad alta (100%). Los valores de Ct obtenidos en
estas muestras sugieren una carga genética baja, lo que podria deberse a una menor sensibilidad
del test o a una baja especificidad del método de referencia para estas especies. Ademas, el test
Allplex™ Vaginitis Screening Assay incluye la deteccion de C. lusitaniae, una especie no
contemplada en el test en evaluacion. Sin embargo, la baja prevalencia de esta especie hace
poco probable que todas las muestras discrepantes correspondan a C. lusitaniae [74,76].

Estudios de secuenciacidon serian necesarios para resolver estas discrepancias.

Para el diagndstico de T. vaginalis, el rendimiento del test fue excelente, con una
sensibilidad del 93.3% y una especificidad del 100%. No se observaron falsos positivos, lo que
respalda la alta confiabilidad del test en la deteccidn de este patégeno. El VPN del 99.3%
confirma su capacidad para descartar infecciones por T. vaginalis con gran precision. Este
resultado demuestra la alta sensibilidad y especificidad de los métodos NAATSs para la deteccion
de este patdgeno subdiagnosticadas con métodos tradicionales como la tincion de Gram vy el

cultivo [39].

A pesar de las diferencias observadas, ambos métodos mostraron ser efectivos para la
deteccion simultanea de VB, VVC y tricomoniasis. Un estudio previo en el que se evalué el
rendimiento del test Allplex™ Vaginitis Screening Assay mostré resultados similares a los
obtenidos en este trabajo, excepto para la deteccion de Candida. En ese estudio, el test presentd
un rendimiento inferior para C. albicans pero excelente para Candida no albicans [132]. La
discrepancia puede explicarse por las diferencias en la prevalencia de las especies entre ambos
estudios. En el presente trabajo, las muestras fueron seleccionadas, lo que podria haber influido

en los resultados. Un analisis mas amplio podria ayudar a esclarecer estas diferencias.
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Los resultados obtenidos en la comparacion del rendimiento del test Vaginal Panel Realtime
PCR kit con otros test comerciales destacan que el test desarrollado es una herramienta
diagndstica altamente eficiente, con un rendimiento clinico comparable al de otros test
comerciales aprobados y utilizados internacionalmente, como el BD MAX™ Vaginal Panel,
Aptima BV/CV/TV assays y GeneXpert Xpress Vaginal Panel. Los valores altos de sensibilidad y
especificidad obtenidos para VB, C. albicans, C. glabrata/C. kruseiy T. vaginalis son consistentes
con los reportados por otros test, e incluso en algunos casos superiores, lo que resalta la
fiabilidad del algoritmo de diagndstico del test desarrollado. La variabilidad observada en el
rendimiento para otras especies de Candida spp. (como C. tropicalis, C. parapsilosis y C.
dubliniensis), que muestran una sensibilidad mas baja en comparacién con la especificidad,
podria deberse a la menor prevalencia de estas especies en las muestras clinicas evaluadas o a

posibles limitaciones en la capacidad de deteccidn del test para estas especies especificas.

No obstante, es importante considerar que los datos comparativos se basan en estudios
realizados en diferentes contextos clinicos, lo que incluye variaciones en las poblaciones
evaluadas, el tipo de muestras (autotoma frente a muestras tomadas por personal clinico) y los
disefios metodoldgicos de los estudios. Por lo tanto, la estandarizacién de estos pardmetros
podria facilitar una comparacion mas precisa y uniforme entre los distintos test comerciales

disponibles.

El diagndstico preciso de la vaginitis es esencial para proporcionar tratamientos adecuados
y reducir el riesgo de infecciones recurrentes. En los Ultimos afios, la creciente necesidad de
diagndsticos mas rapidos y precisos, especialmente ante infecciones emergentes o dificiles de
detectar, ha impulsado la evoluciéon del diagndstico microbioldégico pasando de métodos
tradicionales basados en cultivos y observacion fenotipica a tecnologias moleculares avanzadas.
Los métodos tradicionales destacan por su simplicidad y bajo coste, pero presentan limitaciones
como el tiempo requerido y la necesidad de especialistas capacitados para identificar los
microorganismos e interpretar los resultados. Por otro lado, las tecnologias moleculares, como
las pruebas NAAT, ofrecen ventajas significativas al ser rapidas y precisas. Sin embargo, su alto
coste, la necesidad de equipos especializados y personal capacitado limitan su accesibilidad,
especialmente en paises con recursos limitados. Ademas, la mayor sensibilidad de estas técnicas
podria llevar al sobrediagndstico en algunos casos. Para optimizar los resultados, se recomienda
combinar las pruebas moleculares con la evaluacion clinica y el historial médico del paciente.

Estas técnicas no solo permiten detectar multiples microorganismos de manera simultanea, sino
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que también abordan desafios como la resistencia antifingica, mejorando el diagndstico y

manejo integral de las infecciones vaginales.

El diagnéstico conjunto de infecciones como VB, VVC y tricomoniasis es crucial debido a la
similitud de sus sintomas y la frecuencia de coinfecciones, que complican el tratamiento y
aumentan el riesgo de recurrencias y transmisiéon de otras infecciones. La coinfeccién con T.
vaginalis puede contribuir a una mayor susceptibilidad a otras infecciones de transmision sexual,
como el VIH, lo que subraya aiin mas la relevancia clinica de un diagndstico conjunto y un manejo

integral [22,89,156,157].

El test Vaginal Panel Real-Time PCR Kit responde a los principales desafios en el diagndstico
de infecciones vaginales al proporcionar un diagndstico rapido (3-4 horas) y preciso, con alta
sensibilidad y especificidad. Su compatibilidad con plataformas automatizadas permite
simplificar el proceso, reducir significativamente el tiempo de trabajo manual y estandarizar los
resultados entre laboratorios, asegurando consistencia y confiabilidad diagndstica. Comparado
con los métodos tradicionales y otros basados en NAAT, este test se posiciona como una
herramienta prometedora para el diagndstico clinico de infecciones vaginales. Su capacidad de
semi-cuantificacién, combinada con su robustez técnica, facilita su uso y adaptabilidad en una
amplia variedad de entornos clinicos. Las evaluaciones realizadas en este trabajo demuestran
que ofrece un rendimiento comparable al de otros test comerciales disponibles (Tabla 63).
Ademas, a diferencia de otras soluciones en el mercado, como las ofrecidas por fabricantes
como Becton Dickinson, Cepheid o Roche Diagnostics, este test ha sido disefiado para no
requerir equipos ni instrumentacidn especifica, lo que facilita suimplementacidn en laboratorios
con recursos limitados y lo hace adaptable a diversas necesidades clinicas. Esta ventaja
competitiva amplia su alcance, permitiendo su uso tanto en laboratorios altamente
especializados como en aquellos con menor infraestructura tecnoldgica. El Hospital
Universitario San Cecilio ha incorporado esta herramienta en su protocolo de diagndstico de
infecciones vaginales, logrando reducir significativamente los tiempos de respuesta diagndstica.
Esto ha mejorado la atencién clinica y optimizado los recursos hospitalarios al agilizar el

diagndstico y tratamiento.

En conclusidn, el test Vaginal Panel Real-Time PCR Kit no solo constituye una innovacion
técnica, sino que también representa un avance practico significativo en el diagndstico
microbioldgico. Este test establece un nuevo estandar en la identificacidn rapida y precisa de
infecciones vaginales, combinando alta sensibilidad y especificidad con una metodologia
eficiente y adaptable a diferentes entornos clinicos. Su capacidad para reducir los tiempos de

diagndstico y estandarizar los resultados entre laboratorios refuerza su relevancia como una
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herramienta clave para mejorar la calidad de la atencién médica y optimizar los recursos en el

manejo de estas infecciones.
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6. CONCLUSIONES

1. La combinacién de dianas genéticas altamente conservadas y especificas, junto con el
disefio multiplex en dos tubos de reaccidn y la inclusién del gen ARNsa P humano como
control interno, ha permitido el desarrollo de un test de diagndstico con alta sensibilidad
y especificidad. Asimismo, la deteccién especifica de F. vaginae, relevante por su
capacidad para formar biofilms, asi como la identificacién y diferenciacién de C. albicans
y las especies mds comunes de Candida no albicans, que suelen mostrar mayor
resistencia a los tratamientos antifungicos convencionales, contribuyen de manera
significativa a mejorar tanto el diagndstico como el tratamiento de las infecciones

vaginales.

2. El desarrollo de un algoritmo propio de diagndstico para VB, basado en un modelo de
regresion, resultd en una herramienta de alto rendimiento. Este algoritmo alcanzd un
AUC de 0,950, con una sensibilidad del 93% y una especificidad del 90,4%, en
comparaciéon con la tincién de Gram-Nugent, reconocida como el gold standard en el

diagndstico de VB.

3. Laevaluacidninterna realizada para demostrar la validez cientifica del método, asi como
su rendimiento analitico y clinico, conforme al Reglamento (UE) 2017/746, permitié

obtener la certificacion CE.

4. En comparacion con los métodos tradicionales, la evaluacidn externa del test Vaginal
Panel Realtime PCR Kit demostrd su excelente desempefio analitico para el diagndstico
de VB y VVC, con una sensibilidad superior al 93% y una especificidad del 88%. Para T.
vaginalis, los métodos tradicionales mostraron una baja sensibilidad y especificidad,
resaltando la importancia de emplear técnicas basadas en PCR, como recomiendan las
guias clinicas. En comparacién con un método NAAT equivalente, el test desarrollado
mostré un buen rendimiento clinico, alcanzando una sensibilidad superior al 90,5% para
VB, C. albicans y tricomoniasis, y una especificidad superior al 96,3% para C. albicans y
tricomoniasis. Sin embargo, para VB, la especificidad fue inferior (77,4%), posiblemente
debido a diferencias en los microorganismos detectados y al algoritmo especifico

empleado por cada test.
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La comparacion del rendimiento del test Vaginal Panel Realtime PCR kit frente a
resultados de estudios publicados, demuestra que este test ofrece un rendimiento

clinico equiparable al de otros test comerciales disponibles en el mercado.

La compatibilidad del test con diversas plataformas de amplificacién, como el CFX96™
Real-Time PCR Detection System y el Azure Cielo™ 6 Real-Time PCR System, y la
integracidn en sistemas automatizados, como el MagXtract® 3200 System, garantiza su
adaptabilidad a diferentes sistemas, facilitando su implementacién en una amplia

variedad de laboratorios y entornos clinicos.
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diggmastics makcuior o los privcipoies patdganos implizcodcs an ke Veginosis Bocteriana (VB Vkovaginits
Condidiosicn (VD] p vulvovoginits por Trichomanas (VT

Cadige protocoio: MIC_WAG_1

Codige Portal de Bticg: 1517-N-22

Imesstigador Prindpal: ADOLFO DE SALAZAR GONZALEZ

Centro: Hospitsl San Cecilio

Version ce los doosmentos:

|Pn:l'h:|culn:h |Ir'n"5.m 2.0 gefecho 09y 20/2022 |

Y considers gues

" S cumplen s requisitos necesarios de idoneided del protomdo en relacion con ks oojstivas del
estudio y 5= ajusia 8 kos prindpeos £ticos mplicables & aste tipo o= esbudios.
*  Lacwpacidad del investipador y los medios disponibles son apropiadas para llevar s cabo ] proyecto.
= [l protocoio del eshedio conkempls de forma sdeouads toda 1s IaEislul:il':n aplicabie
. -:_:|,|._|e lios asoechos ACONGMIKOS inclucracdas &n al profecto, R irrbertSaran Con respecto & los postulsdos
=hons.
Por o que est Comite ha scordacc smitr ICTAMEN FAVDRABLE pars ks reslizscion cel dicho estudic,
pars ko cusl commesponds & b Direccion del Centro)os |:-:-r115|:-:|1|:|i:nh:_.'s determinar 51 la capecidad ¥ los
mezdias dispomioles son apropindos pam lievarios @oo.

En o oot g quie de el Fedenerd OSGES0 F LS S A IREvmnmosidn  seeiania s v -
ink acrden el JEne do mibfce de Andolucks, pendran go &Il @ jo ssmblesids o b Resolucads Con oo
1001 de featny G200, de b Secretonis Gennial de Investipecidn, Dedorrolle « Mnosackdn o Safud de ke Consspnks
de Soled v Foralias v o o Direccide Gerenchks del SAS oo 1o gis 3¢ aprechan las sl { e Ak ol il e
otoEe § uss de Ay o ich oFia s @ fod e o bk s el SEne e Pobiles e
Andaluscio con [T de Mo ligaotn ¢ nacvacidn por ks ariidodes dependicnties de & Covepeio de Solud v Ramilo.

Lo que fimmo en Gransds
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anual de ssguimiento o notifi

» Lz fecha de finalizacio

Es responsabilidad del Investizador Principal garantizar que todes los investigadores ssocizdos con
eshe proyecio, conozcan |as condiciones de aprobacion y los documentos aprobedos.

B Investizador Princpal debe informar 3 la Secretana del CElm. mediante una enmienda, informe

cacion, de

= Cualguier cambio significative =n &l proyecto y [z meon de ese mbio, induidz una indicacion
de las implicaciones &tics [si las hubiera)

= Cualguier everto imprevisto o inesperado, como desviaciones de probocods

= [El camibio de Imsestigador Principal

= |Informe anuzl de seguimiento

n del eshudio

= Informe finzl del estudio yio publicdon de resultados

ANEXO | COMPOSICHON DEL CEI/CEIM DE GRANADA

El Comite tanto an U comaosicion comd &n kos PNTS, cumpbs con |ss normas g EPC [CPRPICH133/5]

En dicha reurian del Comité se cumpilio £l quorum preceptive lezsiments

En cEso OF que B= Evalle n|5l'.'-'| projecio del gue un mesmbro Sea imvestisadornoolabomdor o se detecte

conflicto die inkares, sste se guse

Ou= = chichis sesion asistisnon los

rkara de ks reunian dursnts b discusion del proyecto.

BTl i:r'..E:-II'I':I!E"Hn':EE del Comate:

PEESIDENTA: Dt Surom Susno Cavanilias Crtedratio M. Frevientive y 5. Publios |G
WVICEPRESIDENTA: 0F Paloma Muros o= Rusds Dochorn & dunl:in.:E-Eh:-E'icn.:-L.ril:lul:lde:.J:-ru Imnastiy —
HLECC

SECRETARSO: [ Antonio Salmeron Garcia F.E.A Farmads Hosoitaimnis - HUCS
VOCALES:

Apmrez Lopez, Migued F.EA Cardiologia HUVN

dries Santingn, Sakmdor F.EA Dermstoioza UGER [Vinouado HUWH]

Cardions Contreras Jasiz

F.E.A Dmstetricia y Sirecoiogia HUCSC

Cobos varges, Anzel

Enfenmern H .J'E-E'F.HFH:IS. E-EEJFGIH el Faciants

Cusdros Calonrio, Marks Eumsnin

Diochorn & Farmscis UGR

DEEBI:I\:!F"EI'EL.H Amman

F.EA HUNVH [lefe Seccion Onookoris

Dl Fozo Savilen, Esparsnon

Cenedration Farmacoiogis Cinics  UGR

Ciomenech Sil, Luis kigus

Enfermero HLWSE

S P B TR r T o s T T | Pactw | monoms
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A ol sk ol 8 i e e
aaria b sty Fa

I:lI:II'I"l"'|5Lti‘. Almendnos, Sonis

Mztodolosn/ Estadistion HUCSC

Espinots Garia Exther

Diztritn Sransda-Mietropolitann [Farmaceurtion AF |

Gabee Martin, Patricis

Diocborn =r Farmacia.- BIDIEERICA 3.4 U

Garci Lirols, M2 Angeies

Distrito G'un-u-dz—'.-'eh:p-:-litunn FarmEcsUnos A F

Earom valvarde. f.8 Dolorss

Profesors Faculind Derscho -Dachors am Densch

Goriat Sanches Sarts

E".‘E'r"-em,"sup:n'i:-m HLUWH

Guijoza Campas Pilar

Distrito -E1nnd=—".-'e1.-h:\-p-olitunu |E|:|-i-:||:'11-:|-:\-5'r='|

Jirresre=z Pacheoo, Antonio

F.E& Linodoga- HLSC

Lopez Guadalups Mizus

Wiamiorn LESD — Prod thular 0 LGR

Lugue RAsrbines, Frandso b

Tacnicn Funcion Adtea- HUVH

Msrzano Manzano Foo. Luis

FEA Medicing Ink=nsie [HLVH]

Warin Jimenes, Fafas

Tacrico Ofidra Delezpdo Profmcrion de datos cel S5PS

Kiartin Dizz, Manuel

FEA {i'l..EiE Gensmal HOSE SANTA ANA MIOTRIL

Martinez Galan Joaguine

FEA Onmiogia Médica HUWN

himrtraz Garcia, Encarmecion

hiztrona - Hosoitel ARe Resclucion Gusdin

Miartrez Gonsalez Luis Jader

Doctor &n Cencias Bubgmlmul:pw FENYD

Feolira Brems, Esthar

Porfesors Facufnd Ciancas Salud [Erl'err"m]

Morales Rommero Anborec

Enfermern - Distrito Grarads-ketrooolimno

Mioron Riomen, Rocis

F.EA& Farmacs Hmpi'l:-:ln.'iu HLCSC

Mozas Moreno Juan

F.EA Omshetricis ¥G r-end-:ﬁu LR Vinouisds MUK

[ 'Walis Favasss, Francisos Jevisr

Vicerrectnra e irestEacion UGR

PErez Femandez , Anbonio Jusn

. Buca Asist=ncial ASS Sur

Sanches Lopes, Jost Darig

F.E& Cirnugia Oral y Mesdlofadial- HUYHN

= dicho Coamits, =sta |:-:-"|..-I:'I:ui|:|n'|l sotus de acuerdo con ke monmaties '.ri;errt:'f las direcirices d= ia
Confersncia Intsrnecioral de Busns Fracto Clinice
Lo que firmo en Granada
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