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Una elevada proporcion de mujeres afronta riesgos en su salud sexual y reproductiva, la
provision de métodos anticonceptivos ha sido incorporada como una estrategia para la
prevencion de embarazos no deseados, abortos, infecciones y muerte. El microambiente

vaginal puede ser protegido o interrumpido por muchos factores, como la anticoncepcion.

El objetivo de esta investigacion fue evaluar la influencia de la anticoncepcion sobre los
estados vaginales basicos (EVBs), identificar las especies de lactobacilos cultivables
vaginales, relacionar factores de riesgo y hacer un relevamiento epidemiologico de mujeres
que asisten a un Centro de Atencion primaria.

Materiales y métodos: se realizd un estudio prospectivo. Se incluyeron a 215 mujeres de
14 a 45 afios, que respondieron el cuestionario y dieron su consentimiento para el estudio
del contenido vaginal/PAP. A través del estudio de balance del contenido vaginal
(BACOVA), que incluye el valor numérico de Nugent y la reaccion inflamatoria vaginal
(RIV), se defini6 cinco EVBs que se relacionaron con los métodos anticonceptivos: I)
Microbiota Normal, II) Microbiota Normal con RIV, III) Microbiota Intermedia, IV)
Vaginosis Bacteriana y V) Vaginitis Microbiana Inespecifica. Ademas, se relacion6 el
método de anticoncepcion con levaduras y trichomonas. Se incluyeron los siguientes
métodos: anticonceptivo oral combinado (ACO), dispositivo intrauterino (DIU),
preservativo (PRE), ritmo (RIT) y doble proteccion simultinea (ACO+PRE). Se
profundizd6 en la caracterizacion fenotipica (pruebas bioquimicas convencionales y
espectrometria de masa) y genotipica (secuenciacion del gen 16S ARNr) de las especies de
lactobacilos. Se relacionaron los EVBs y factores de riesgo con la citologia de cérvix.

Para el andlisis estadistico se utilizo el programa EPI-INFO6, version 6.04, se aplico la
prueba de Chi-cuadrado, célculo de Odds Ratio y prueba de Fisher. La conversion de los
EVBs se evalué mediante la prueba de McNemar. El indice de kappa se aplico para la
comparacion de los métodos de identificacion de lactobacilos.

Resultados: en el grupo ACO; la conversion y correccion de EVBs alterados a los 3 y 6
meses refirieron asociacion estadistica significativa (p<0,0001) y (p<0,0001)
respectivamente y se obtuvo un incremento de nuevas portadoras de levaduras que resulté
estadisticamente significativo (»<0,0001). El DIU modifico el EVB I normal a estados
alterados de VB. El PRE mostr6 incremento de EVBs con RIV que a los 6 meses resulto
estadisticamente significativo (p=0,01). E1 RIT y ACO+PRE mantuvieron los EVBs del
inicio. La identificacion de lactobacilos utilizando MALDI-TOF MS demostré 100% de



concordancia con Rep-PCR genomic fingerprinting Las especies predominantes fueron L.
gasseri, L. crispatus y L. jensenii. Por primera vez se aislé L. murinus de la vagina
humana. Se detectdé una tendencia a la asociacion de ACO con L. crispatus. Del estudio
citologico, un 57 % de los estados de disfuncion vaginal se relacionaron con citologias
cervicales alteradas.

Conclusiones: Del relevamiento epidemiologico, nuestra localidad muestra una realidad
social, que no difiere demasiado de jurisdicciones relegadas de nuestro pais. ACO marcéd
una tendencia positiva de proteccion de la microbiota normal y correccion de sus
alteraciones, que aunque se trate de un factor externo, confirma la hipdtesis del factor
estrogeno en la frecuencia de la disfuncion vaginal. El preservativo, como factor de
contacto, gener6 EVBs con RIV y la préctica de ritmo mostr6 tendencia a EVBs con MN.
El uso del ACO favoreci6 la colonizacion por levaduras en mujeres sanas. La distribucion
de especies predominantes de lactobacilos obtenida es coincidente con otros reportes. La
asociacion detectada de ACO con L. crispatus, especie protectora de la isfuncion vaginal,
ha marcado una relacion hormonal efectiva. El hallazgo de L. murinus probablemente
refleje la influencia geografica. De la comparacion de MALDI-TOF MS con Rep-PCR
genomic fingerprinting, el excelente grado de concordancia obtenido califica a la
espectrometria de masas como como una herramienta confiable y rapida para caracterizar
las especies de lactobacilos vaginales. La relacion de estados de disfuncion vaginal con
citologias cervicales alteradas probablemente evidencia afectaciéon y/o compromiso del

cérvix como estructura regional proxima.
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CG: Células guia 6 Clue cells

CV: Contenido vaginal

DV: Disfuncion vaginal

EVB: Estado vaginal basico

Le: Levaduras

MEF: Mujer en edad fértil

Mex: Morfotipos extrafios

MI: Microbiota intermedia

MM: Mujer menopausica

MN: Microbiota normal

MPB: Manual de Procedimiento BACOVA
RIV: Respuesta inflamatoria vaginal
TV: Trichomonas

VB: Vaginosis bacteriana

VMI: Vaginitis microbiana inespecifica

VN: Valor numérico
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El tracto genital inferior

Anatomia

El tracto genital inferior femenino esta formado por el cuello uterino, la vagina y la vulva
(Figura 1). El cuello uterino conforma la porcion inferior del ttero; estd delimitado arriba
por el istmo y protruye en la vagina. Se divide en la porcidon vaginal, o exocérvix, y el
canal, o endocérvix. El exocérvix presenta dos labios —el anterior y el posterior—

delimitados por el orificio cervical externo'.

La irrigacion arterial del cuello esta dada por ramas de la arteria uterina y la venosa es
paralela a la arterial. La red linfatica nace cerca de la mucosa y en la profundidad del
estroma, en tanto que la inervacion esta presente en la porcion externa del exocérvix y en

el endocérvix, y proviene del sistema auténomo?.

La vagina es una estructura tubular, generalmente colapsada, que se extiende desde el
vestibulo vulvar hasta el cuello uterino. Su longitud es de aproximadamente 8 cm y se
ubica detras de la vejiga y de la uretra y delante del fondo de saco de Douglas y del recto.
En la unioén con el exocérvix, forma un canal circular alrededor del cuello que se denomina
‘domo vaginal’, ‘boveda’ o ‘fornix’. Para su estudio se la divide en cuatro fondos de saco:
uno anterior, dos laterales y uno posterior, que se continlan sin transiciéon. La irrigacion
sanguinea arterial es provista por ramas de la arteria iliaca interna; la venas rodean a la
vagina y drenan a la vena iliaca interna. La red linfatica es compleja y drena hacia los
ganglios iliacos externos, los glateos inferiores, los sacros, los anorrectales y los
inguinales. La inervacion es suministrada por el plexo hipogéstrico superior y por el plexo

sacr02’3 .

La vulva —o los genitales externos— se extienden por delante del himen e incluye el
monte pubiano, en tanto que por detrds llega al ano y lateralmente a ambos surcos
inguinales. Esta integrada por el monte de Venus, los labios mayores, los labios menores,
el prepucio, el frenillo, el clitoris, el vestibulo, el meato uretral, las glandulas de Bartolino

y Skene, el himen y el introito vaginal®.
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La irrigacion sanguinea es provista por la arteria pudenda, externa e interna, mientras que
el drenaje linfatico de la vulva fluye hacia los ganglios linfaticos inguinales y femorales.
La inervacion depende de los nervios iliohipogéstricos, ilioinguinales, genitofemoral y

perineales®.

Figura 1 Organos del tracto genital
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Histologia

El cuello uterino tiene dos porciones bien delimitadas: el exocérvix y el canal endocervical.
El exocérvix esta tapizado por un epitelio escamoso no queratinizado, similar al epitelio
vaginal que, a su vez, se divide en tres estratos: el basal (germinal)/parabasal, el medio, o
estrato espinoso, y el superficial. Por debajo de este epitelio escamoso se encuentra el
tejido conectivo, compuesto por una fina vascularizacion que nutre al epitelio

suprayacente; ademas, alli se encuentran terminaciones nerviosas®.

En la edad reproductiva, la accion de los estrégenos y de la progesterona produce el
crecimiento, la maduracion y la descamacion del epitelio. Este se renueva en un lapso de

cuatro o cinco dias, y si se le agregan estrogenos exogenos, este lapso se reduce a tres®.

El canal endocervical estd tapizado por una hilera de células cilindricas muciparas que
revisten la superficie y las estructuras glandulares, y estas ultimas son invaginaciones
tortuosas del epitelio superficial, no glandulas verdaderas. Las células cilindricas presentan
un nucleo basal y un citoplasma alto, finamente granular, lleno de pequenas vacuolas

mucinosas constituidas por mucopolisacaridos. También cabe observar la presencia de
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células cilindricas ciliadas, que se encargan del transporte del moco y de las células

argentafines, cuya funcién ain se desconoce”.

Por debajo del epitelio cilindrico muciparo hay una gruesa rama de vasos capilares
conformada en un estroma y que presenta mayor inervacion que el exocércix. Tanto en el
endocérvix como en el exocérvix se hallan foliculos linfoides con o sin centro germinativo,
con linfocitos T responsable de la respuesta inmune. En el interior del epitelio pavimentoso
de exocervix, intercaladas entre sus mismas células se encuentran las células de

Langerhans, presentadoras profesionales de antigenos °.

El moco producido por dicho epitelio también responde al estimulo hormonal. Los
estrogenos generan estimulacidon de las células, lo que da como resultado un moco
abundante, alcalino y acuoso que facilita la penetracion espermatica. La progesterona, por
otro lado, produce una disminucion del moco, que es acido y grueso, y posee numerosos

leucocitos que impiden la penetracion espermatica®.

La unién escamocolumnar constituye el punto en el cual el epitelio escamoso del exocérvix
se une al epitelio cilindrico del endocérvix. En el momento del nacimiento de una persona,
el punto de union entre el epitelio escamoso y el cilindrico se encuentra en el orificio
cervical externo y se llama ‘unién escamocolumnar original’. El desarrollo del cuello
uterino durante la infancia y la pubertad produce su alargamiento, con la consiguiente
salida del epitelio muciparo, que forma un ectropion fisiologico, el cual presenta su

maximo desarrollo durante la menarca y los primeros afios de la vida reproductiva®.

Posteriormente, el epitelio muciparo es reemplazado por un epitelio semejante al
escamoso, derivado de las células de reserva de endocervix, que nuevamente se encuentra
con el epitelio cilindrico en el orificio cervical externo, y que ahora se llama ‘union
escamocolumnar fisiologica’ o ‘funcional’. Esa zona, comprendida entre la unidon original
y la funcional, se llama ‘zona de transformacion’, y es el lugar de asiento de todas las
lesiones precursoras del cancer de cuello de ttero®. Por otra parte, se llama ‘metaplasia
escamosa’ al reemplazo del epitelio muciparo por el epitelio escamoso, y el resultado de
ese proceso constituye un epitelio semejante al escamoso maduro (ya que es caracterizado

por moléculas de citoqueratinas diferentes) que responde a los estimulos hormonales®.
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Al analizar la histologia de la vagina nos encontramos con que esta tiene la pared
constituida por tres capas; la mucosa, la muscular y la adventicia. La mucosa se dispone de
manera rugosa y forma pequefios pliegues de 2 a 5 mm de espesor segun el estimulo
hormonal. Esta mucosa estd a su vez revestida por un epitelio escamoso estratificado que,
en general, es no queratinizado; ademas contiene glucogeno y estd dividido en las

siguientes capas:

v Basal: una hilera de células pequenias (14-20 p) con citoplasma escaso e
intensamente cianofilo, con bordes lisos y definidos, niicleo central redondo, relativamente
grande e hipercromatico®.

v Parabasal: dos a cinco hileras de células pequeiias (15-30 micras),
poliédricas o elipticas, con citoplasma ciandfilo y bordes celulares muy bien definidos, y
con nmucleos redondos u ovales de entre 8-12 micras. Suelen ser vitales, es decir, tienen una
cromatina reconocible y uniformemente distribuida. En ocasiones pueden presentar
citoplasmas eosinofilos y nicleos pequeiios y picnoticos como consecuencia de una rapida
maduracion provocada por una intensa accion estrogénica o irritativa®.

v Intermedia: de espesor variable con células grandes (30-50 micras) aunque
algo menos que las superficiales; con citoplasma transparente, poligonal y de
bordes plegados. La tincion suele ser palida verde-azulada (cianofila). Los ntcleos son
redondos u ovales, mayores que los de las células superficiales (9-11 micras), de apariencia
vesicular y cromatina fina. Las células intermedias tienden a mostrar citolisis en la fase
progestacional por accion de la flora lactobacilar. El glucogeno contenido en ellas es
convertido en 4cido lactico por accion de la bacteria®.

v Superficial: de espesor variable; las células son grandes (40-60 micras),
poligonales, de bordes citoplasmaticos bien definidos e irregulares. El citoplasma es
translicido, homogéneo, preferentemente eosindfilo, y ocasionalmente puede mostrar
granulos de queratohialina alrededor del nticleo. Los nticleos son pequefios (5-7 micras),
centrales y redondos, la mayoria picndticos. Las células superficiales alcanzan su maximo
porcentaje durante la madurez sexual, cuando el efecto estrogénico es mas intenso (fase
ovulatoria) y en casos de accidon hormonal hiperestrogénica (persistencia del foliculo y

tumores funcionantes, entre otras causas)(’.

El epitelio escamoso vaginal responde al estimulo hormonal ya que contiene receptores

intranucleares para esteroides sexuales (Figura 2). Es por ello que el espesor y la
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maduracion del epitelio varian en cada ciclo menstrual (Figura 3). El estimulo estrogénico
incrementa el espesor del epitelio, y el progestacional lo hace madurar cargandolo de
glucdgeno. Por debajo del epitelio se encuentra la ldmina propia, compuesta por un tejido
conectivo con abundantes fibras elasticas y nervios, y en el que se observan escasos vasos
sanguineos. La capa muscular esta constituida por fibras lisas que se disponen de manera

circular en el sector pegado a la mucosa y de manera longitudinal en la parte externa.

Se observa que las dos capas no estan bien delimitadas, y que algunas de las fibras
longitudinales mencionadas forman los ligamentos cardinales. La adventicia esta
constituida por un tejido conectivo laxo, vascularizado con abundantes terminaciones
nerviosas, fundamentalmente de tipo vasomotor, y con relativa abundancia de
neurotransmisores, tal como el péptido intestinal vasoactivo (VIP), el péptido histidina
metionina (PHM), el neuropéptido Y (NPY), el 6xido nitrico (NO) que pueden desempeiar
un papel relevante en el control del flujo sanguineo y la permeabilidad capilar en la vagina
humana.®’. El epitelio y la ldmina propia forman una serie de pliegues transversales
(rugae) mas prominentes en el segmento inferior, y que se atentan considerablemente tras

la menopausia por el cese del estimulo estrogénico.

Figura 2 Estructura del epitelio vaginal en funcion de la accion de las hormonas sexuales
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Figura 3 Grado de proliferacion del epitelio vaginal en funcion del ciclo hormonal

Epitelio basal no queratinizado

Proliferacion Proliferacion Proliferacion
Ligera Fuerte Ligera

Estrato

Glucogeno Superficial

b

Pérdida de sujecion

Y %) ,_ Estrato
w 4 .+ { | Intermedio
T/ ; "'f' t'/ '/'—: -‘4 -'/
S Te . ;3 Estrato basal /
Eogio ol o SN capa basal
s¥el /P e J4¥% [ JIo
Cuerpos papilares —= 4 ' g Estroma
(aglandulares) A Mo A
Ciclo INICIO MITAD FINAL

(Adaptada: Hans Friedrich Nauth 2005)

Composicion de la secrecion vaginal

Aunque la vagina y el cuello uterino carecen por completo de formaciones glandulares, la
superficie vaginal estd humedecida por una pelicula de liquido formada, en su mayor parte,
por un trasudado del plasma sanguineo procedente de los lechos capilares de la lamina
propia (Figura 4). La composicion ionica de este liquido se modifica al atravesar el epitelio
vaginal: se reabsorbe parte del Na+ (lo que limita la salida de agua hacia la luz) y se anade
K+. De este modo, las concentraciones de estos iones Na+ y K+ en el liquido vaginal, en
ausencia de excitacion sexual, corresponden respectivamente a la mitad y a unas 5 o 6

veces la del plasma®.

La capacidad de transferencia de liquido a través del epitelio vaginal es facilitada por los
estrogenos; esta disminuye tras la menopausia y parece ser mediada por el NO, cuyas
enzimas productoras abundan en el epitelio vaginal. El liquido de humidificacion vaginal,
en ausencia de excitacion, tiene una elevada concentracion de H+ (pH de 3,5 a 4,5) durante
todo el ciclo, asi como en las mujeres premenopausicas, excepto durante la menstruacion,
en que se asemeja al liquido plasmatico por la presencia de sangre y otros productos de la

descamacion endometrial®.
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Estudios recientes han documentado una importante actividad de bombeo de protones (por
una H+-ATPasa) en la membrana apical (luminar) de las células de los epitelios vaginal y
cervical. Esta actividad es estimulada por los estrégenos y disminuye tras la menopausia,
por ello se acompafia con un aumento del pH vaginal (considerado clinicamente como

signo de atrofia)’.

Ademas del contenido i6nico, la secrecion vaginal esta compuesta por proteinas/péptidos,
glicoproteinas, acido lactico, acido acético, glicerol, urea y glucégeno, elementos que
varian dependiendo de los niveles absolutos y de las relacion de los estrogenos con la
progesterona, de la estimulacion sexual y del estado de microbiocenosis'’. En la secrecion
vaginal también se encuentran células exfoliadas segun el perfil hormonal. Bajo la
estimulacion con estrogenos, predominan las células de la capa superficial, y en la fase de

luteinica lo hacen las células de la capa intermedia'®.

Las células epiteliales vaginales —principalmente las intermedias— contienen glucdgeno,
que abastece y nutre a las principales bacterias de la microbiota vaginal normal
(lactobacilos). Estos bacilos, al degradar el glucdogeno y generar acido lactico, también
crean un ambiente &cido, lo que restringe el crecimiento de microorganismos patdgenos
(Figura 5)'!. Por lo tanto, a la edad fértil, cuando el epitelio vaginal estd bajo la influencia
de estrogenos y de progesterona, varios factores contribuyen a la acidez protectora de la
vagina y el pH normal varia de 3,5 a 4,5, con un valor tipico de 4,2''. La secrecion vaginal
también contiene componentes antimicrobianos del sistema inmunitario y leucocitos'? '3

Queda aan por dilucidar cual de los mecanismos es mas importante para mantener la
acidez fisioldgica de la vagina, si la bomba de protones (Figura 4) o la degradacion del

glucdgeno por los lactobacilos (Figura 5).

Figura 4 Mecanismos de transferencia de liquido a través de la pared vaginal.
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La presion hidrostdtica en los capilares (PHc) de la lamina propia determina que una parte del plasma, desprovisto de proteinas,
salga fuera de ellos y atraviese el epitelio vaginal adyacente. A) En ausencia de excitacion, las células epiteliales modifican
significativamente la composicion de este ultrafiltrado plasmdtico: reabsorben parte del Na+ (acompaiiado por agua, lo que reduce el
volumen de liquido extravasado a la vagina) y le aiiaden K+ y H+ (acidificando la vagina). Los estrogenos (E2) contribuyen a este
proceso de diversas formas (lineas de puntos): estimulan el bombeo de H+ hacia la luz vaginal y aumentan la capacidad de

transferencia de liquidos del epitelio (Adaptada M.Mas 2007).

Figura 5 Regulacion del pH vaginal: participacion de los lactobacilos
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Al liquido de humectacién vaginal de reposo se afaden también las secreciones mucosas
producidas por el epitelio columnar del cuello vaginal, lo que le confiere un tacto sedoso’.
Ese moco cervical, que tiene un pH de aproximadamente 8,0, contribuye también a la
secrecion vaginal y evita fisicamente que los microbios se adhieran a la superficie de la
mucosa'4; este se compone de agua (92-98%), glicoproteinas (mucina), iones, proteinas y
polipéptidos antimicrobianos, tales como lactoferrinas, lisozimas, inmunoglobulinas y

defensinas!?.
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El alto peso molecular mas distintivo de la secrecion cervical se constituye por las mucinas
formadoras de gel, que son grandes moléculas poliméricas'’>. Entre las mucinas
identificadas en las secreciones endocervicales, se encuentran las siguientes: MUCS5B,
MUCSA, MUC6, MUC16 y MUCI1 transmembrana'® 7. El moco secretado también est4
bajo control hormonal, y los cambios en viscosidad puede ser vistos durante el ciclo
menstrual'> '®, Cabe destacar que la capacidad de las bacterias para degradar moléculas de
mucina por las enzimas microbianas (mucinasas, sialidasas) es a menudo un paso
fundamental en la interrupcién de la barrera mucosa defensiva, ya que estas constituyen

interfaces directas entre el medio interno y el externo!'® 1’

Mecanismos de defensa de la vagina

La vagina representa un ecosistema dindmico que se mantiene en equilibrio gracias a una
fina interaccion de factores, como una microbiota diversa y variable con mecanismos
protectores vaginales, entre los que se destacan: 1) indemnidad anatéomica y fisiologica de
la vulva y del periné, 2) influencia hormonal sobre las células del epitelio, 3) secreciones
vaginales, 4) integridad y funcionalidad de los epitelios, inmunidad y 5) participacion de

las hormonas gonadales sobre la inmunidad (Figura 6).

Figura 6 Microambiente vaginal
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La vulva y el periné, con la correcta convergencia de los labios menores, mantienen la
barrera de defensa mecdnica que separa el ambiente vaginal del externo, y conservan asi

las condiciones apropiadas de humedad, temperatura y pH>.
v Influencia hormonal sobre el epitelio vaginal

Las hormonas reproductivas influyen principalmente sobre la capa intermedia y
superficial del epitelio escamoso del exocérvix y de la vagina. En respuesta al estradiol, se
genera un epitelio con un espesor maximo en la fase folicular de 45 capas de células, y en
la fase latea, de 30 capas, con elevado contenido de glucogeno que provee la cantidad de

sustrato para la produccion del 4cido lactico para la defensa de un pH protector®’.

Los estrogenos tienen como funcion principal fomentar la proliferacion y el crecimiento
de los tejidos en los organos relacionados con la reproduccion, asi como promover el
desarrollo de la mayor parte de los caracteres sexuales secundarios. Entre otras funciones,
ademas, aumentan el volumen de la vagina y modifican su epitelio, y son responsables de
los cambios que ocurren en el endometrio durante el ciclo menstrual. La mucosa vaginal,
ante el estimulo del estrogeno experimenta un proceso de cornificacion en sus células

epiteliales, que se enriquecen de glucogeno?.

En el aparato reproductor femenino, los estrogenos se sintetizan en los ovarios,
principalmente a partir del colesterol que hay en la sangre, aunque otros tejidos participan

igualmente en la produccion como, por ejemplo, las glandulas mamarias®’.

El principal estrogeno es el estradiol, que resulta directamente de la conversion de la
testosterona mediante un proceso enzimatico denominado ‘aromatizacion’, dirigido por la
enzima aromatasa. El estriol y la estrona son otras dos sustancias estrogénicas generadas en

pasos alternos de ese proceso, pero sus efectos son menos intensos que los del estradiol.

La secrecion del estradiol al plasma es variable a lo largo del ciclo menstrual, con unos
valores de alrededor de 30 pg/mL en la fase folicular temprana y de 300 pg/mL en fase la
periovulatoria, mientras que disminuyen marcadamente en los 2 o 3 dias siguientes a la
ovulacién y alcanza valores menores de 200 pg/mL durante la fase Iitea®®. En el plasma

circula unido en un 40% a la SHBG (proteina transportadora de hormonas sexuales), y el
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58% del estradiol se une a la albumina —entre el 2% y el 3% circula libre y, por lo tanto,

en forma bioldogicamente activa.

El otro estrogeno destacado es la estrona que, si bien no juega un papel importante durante
el ciclo menstrual —pues el foliculo produce un 95% de estradiol—, se convierte sin
embargo en el estrogeno dominante a partir de la menopausia. Su procedencia fundamental
es de la conversion periférica en el tejido celular subcutaneo de la androstendiona
producida en las células tecales ovdricas, en las glandulas suprarrenales o del propio
estradiol. Los estrogenos actlian sobre diversos tejidos del organismo mediante su

interaccidon con receptores nucleares especificos siguiendo una serie de mecanismos?’.

Tanto las hormonas sexuales de produccion enddégena (en el mismo cuerpo) como las
propiciadas por administracion exodgena actian sobre la mucosa vaginal; de ahi que la
forma de administracién no tenga ninguna importancia en cuanto al logro del efecto
deseado. Como mecanismo de proteccion, las hormonas llegan a través de los receptores
celulares al nucleo en forma activada y en pocos minutos estimulan la proliferacion del
DNA; acto seguido, desarrollan su efecto estimulante provocando la multiplicacion del
epitelio, y asi se garantiza una buena concentracion de glucdégeno en las células

intermedias, lo que constituye un punto clave para el mantenimiento de un pH protector?'.

Los estrogenos son de caracter lipidico —es decir que proceden del colesterol—, por lo
que atraviesan la membrana plasmatica con relativa facilidad. Sin embargo, son retenidos
con alta especificidad y afinidad en células de tejidos blancos, como el utero y los ovarios,
entre otros, por ciertas proteinas de union que se encuentran en el niicleo celular, llamadas

‘receptores a estrogenos’’.

Los receptores a estrogenos (REs) son moléculas de naturaleza proteica, lo que significa
que estan formadas por aminodacidos, y pertenecen a la familia de los receptores nucleares
de hormonas esteroides. Todos los miembros de esta familia muestran cierto grado de
similitud en cuanto a su estructura primaria (o sea, a su secuencia de aminoacidos). Por

otro lado, toda molécula que pueda unirse al receptor se la conoce como ‘ligando’°.

El RE fue identificado hace aproximadamente cuarenta afios, en 1962, afio en que Jensen
et al. describieron la presencia de sitios de union de estrogeno en diferentes tejidos de

ratas®’. Cuatro afios mas tarde, Toft y Gorski aislaron por primera vez receptores de
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estrogeno del ttero de ratas®>. Ambos grupos de investigadores desarrollaron distintos
modelos para explicar como el estradiol lleva a cabo su accion a nivel del nacleo al unirse
a un receptor especifico. Desde entonces, este fendmeno ha sido ampliamente estudiado.
Hasta hace pocos afios, se pensaba que todos los efectos causados por los estrogenos eran
mediados por un solo RE; sin embargo, en 1996 fue descubierto un nuevo receptor que
comparte gran homologia con el RE conocido, y se decidio denominar entonces ‘RE-B’ al

recientemente descubierto y ‘RE-a’ al previamente conocido?*.

El RE-a es actualmente el mas conocido y estudiado. Funcionalmente esta organizado en
seis dominios, denominados por letras de la “A” a la “F”. La region A/B se localiza en el
lado amino terminal (Figura 7) de la proteina y es la region menos conservada entre los
distintos receptores nucleares. Este dominio contiene una funcion de activacion de la
transcripcion genética (Activation Function 1 o AF-1) y varios sitios de fosforilacion, que
tienen un papel relevante en el proceso de activacion de la proteina, especialmente en
aquellos procesos en los que el receptor es activado en ausencia de hormona?> 26,

Adyacentemente a la region A/B se encuentra la region de union al ADN, o dominio C.
Esta es la mas conservada entre los diferentes receptores nucleares y estd compuesta por
nueve residuos de cisteinas, que son invariablemente conservados entre los diferentes
receptores esteroideos, de los cuales ocho estan coordinados alrededor de dos iones de Zn>*
para formar dos dedos de zinc que le confieren al receptor la capacidad de unirse
especificamente al ADN. La unién a una secuencia especifica en el ADN esta determinada

por la composicion de aminoacidos localizada entre estos dos dedos de zinc, conocida

como la ‘caja P’ (‘P-box’)?’.

Entre la region de unién al ADN y el dominio E/F se encuentra la region D, o region de
bisagra, la cual no ha sido bien caracterizada alin. Esta participa en la unién con la proteina
chaperona de choque térmico hsp90 (heat shock protein 90), que permanece unida al

receptor mientras este se encuentra en un estado inactivo.

Finalmente, en el extremo carboxiterminal se encuentra la regiéon E/F o dominio de union
al ligando (LBD), donde se une la hormona (E2). Esta region, a pesar de que es conservada
entre los diferentes receptores esteroideos, es altamente especifica para su hormona, es

decir que el receptor de estrogeno une estrogeno con alta afinidad, pero no otras hormonas
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esteroideas. Otras funciones de este dominio incluyen la activacion de la transcripcion, o
AF-2 (Activation Function 2), la dimerizacion, la interacciéon con otras proteinas co-

activadoras o co-represoras de la transcripcion, la fosforilacion y la localizacion nuclear.

Figura 7 Dominios funcionales del Receptor de Estrogenos
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(Adaptada: Marquez, D. C. 2010)

La teoria clasica de accion de las hormonas esteroideas establece que el receptor
esteroideo es activado al unir el ligando, en este caso el estradiol 17-b (E2), y actua como

un factor transcripcional al unirse al ADN estimulando la transcripcion de ciertos genes.

De ahi el nombre de receptores nucleares, ya que estos ejercen su accion a nivel del
nicleo®® 2°. Este modo de accion de los esteroides ha sido denominado ‘genémico’*’ ya
que requiere la activacion del receptor al unir su hormona especifica después de atravesar
la membrana —es decir, la homo o heterodimerizacion (dos RE-a o un RE-a se
heterodimeriza con un RE-f) del complejo hormona-receptor— y el reconocimiento de una
secuencia especifica en el ADN, o del elemento de respuesta al estrogeno (ERE)?! (Figura
8). En consecuencia, el proceso de transcripcion es activado tras la formacion del complejo

de iniciacidon de la transcripcion, que incluye diferentes coactivadores, corepresores y

proteinas reguladoras de la transcripcion.

Figura 8 Homodimero del Receptor de Estrogeno en union al ADN
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Cuando se une la hormona el RE es activado y se dimeriza antes de unirse al ADN en la region especifica o ERE (Elemento de

respuesta a Estrégeno) (Adaptada: Marquez, D. C. 2010)

La transcripcion estimulada por el RE es finamente regulada, dependiendo del tejido donde
ocurre. Este control tan especifico parece depender de la composicidon del complejo de
iniciacion de la transcripcion (Figura 9)*2. Un grupo de factores transcripcionales basales
interactia con el complejo hormona-receptor para formar un complejo de preiniciacion, al
cual se le unen luego una serie de proteinas co-reguladoras llamadas ‘proteinas de
interaccion con receptores’ o ‘RIPs’ (Receptor Interacting Proteins). Estos co-reguladores
pueden activar —co-activadoras— o reprimir—co-represoras— la transcripcion. En este
proceso se induce la sintesis de ARN, que finalmente da como resultado la produccion de

nuevas proteinas en el modelo genomico (Figura 10).

Figura 9 Complejo de iniciacion de la transcripcion
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RE dimerizado se une a las proteinas co-activadoras SRC-1 y CBP-300 para formar junto con otras proteinas el complejo de
iniciacion de la transcripcion que da paso a la sintesis del ARN. (Adaptada: Marquez, D. C. 2010)
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Figura 10 Efectos genomicos del Receptor de Estrogenos.
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Activacion del RE-alfa o RE-beta al unir el ligando Estradiol 17 beta (Estradiol), fosforilacion, unién al ERE y activacion de la
transcripcion con la consecuente estimulacion de la sintesis de genes que promueven la supervivencia celular. (Adaptada: Marquez,
D. C. 2010)

El modo de accion “no-gendémico” del estrogeno —y, en general, de todas las hormonas
esteroideas— es un proceso rapido, que ocurre en unos pocos segundos o minutos, y que
no requiere de los procesos de transcripcion y de sintesis de nuevas proteinas para poder
producir su efecto primario. Por esta razon, este debe ser mediado por un receptor que se
localiza en la membrana. Entre los efectos réapidos, se destacan los flujos de iones
(descripto anteriormente), el desencadenamiento de potenciales de accion y la descarga de
vesiculas secretoras, o activacion de proteinas kinasas asociadas a la membrana; todos

estos ocurren en unos pocos segundos o minutos (Figura 11)3>,

Figura 11 Efectos “No genomicos” del Receptor de Estrogenos de Membrana.
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El Estradiol 17 beta (E2) se une a receptores de membrana (REm) y activa diferentes cascadas de seiiales que pueden directa o por
comunicacion cruzada estimular la activacion de mecanismos genomicos. Entre los efectos mediados por el receptor de membrana
estan la activacion de canales de calcio, proteinas G, interaccion con receptores de péptidos (RP), activacion de kinasas, etc.
(Adaptada: Marquez, D. C. 2010)
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v Secreciones vaginales como mecanismo protector

La secrecion vaginal con liquido de humidificacion, que en ausencia de excitacion tiene
una elevada concentracion de H+ (pH de 3,5 a 4,5) a lo largo del ciclo, asi como el moco
cervical que, a su vez, contiene propiedades antibacterianas —ya sea por su viscosidad, por
el contenido celular (leucocitos) o por las globulinas— y el epitelio activo representan una
estructura dindmica fisiologica que interactiia con los microorganismos para prevenir

infecciones?.

Una capa de moco compuesto de proteinas glicosiladas (mucinas), semejante a un gel
espeso, constituye una trampa y protege a las células epiteliales vaginales y uterinas del
contacto directo con los agentes patogenos. Se ha demostrado que las mucinas se adhieren
directamente a los microorganismos, incluyendo Candida albicans, a través de glicanos>*.
Intercalada con los complejos de mucina, hay una fase acuosa que contiene
inmunoglobulinas y antimicrobianos que, a su vez, actiian sobre los patdgenos viables y

complementan la accion defensiva’”.

Ademas, se encuentra especificamente el moco cérvico-vaginal secretado por las criptas
cervicales, que representa una barrera importante para proteger la parte superior del tracto
reproductivo femenino de infecciones de transmision sexual ascendentes. Un componente
importante de este moco, que afecta a la transmision de organismos patogenos, es el pH.

Normalmente, el moco cervicovaginal se acidifica hasta alcanzar un pH aproximado de 5.

Se ha demostrado que el entorno del moco 4cido de la vagina retrasa la velocidad de
difusion del VIH mediante la supresion de la carga superficial negativa del virus,
contrarrestando asi el efecto del semen, que tiene un pH cercano a 8; de ese modo, el VIH

mantiene su carga superficial negativa favoreciendo una mayor tasa de difusion’’.
v Integridad y funcionalidad de los epitelios, inmunidad.

El revestimiento del tracto reproductivo femenino, compuesto por células epiteliales y
mucosas, proporciona una barrera fisica robusta e inmunoldgica activa que evita la

transmision de las infecciones adquiridas.
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Como barrera natural, la mucosa vaginal con su microbiota normal compite contra los
gérmenes patogenos por el sitio y por los nutrientes; el mucus, compuesto por mucinas,
oligosacaridos y enzimas proteoliticas, tiene la capacidad de atrapar microorganismos, ya
que la permeabilidad selectiva permite excluir toxinas y patdégenos. Por ultimo, las cilias, a

través de su movimiento, propulsan la eliminacién de gérmenes hacia el exterior’®.

Cuando nos referimos a los epitelios, incluimos el cilindrico del canal cervical, el
pluriestratificado vaginal, el estratificado y queratinizado que cubre toda el 4rea vulvar. La
integridad de estos permite cumplir las multiples funciones del epitelio: revestir y cubrir
las superficies, sintetizar y secretar sustancias complejas a partir de moléculas simples,
gjercer proteccion mecanica, absorber, transportar y excretar sustancias, facilitar el

deslizamiento entre superficies internas y actuar como receptor de estimulos sensoriales®.

La parte baja del tracto reproductivo femenino, que consiste en la vagina y el ectocérvix,
esta revestida con multiples capas, de las cuales la exterior protege eficazmente el tejido
subyacente de abrasiones durante el coito. La falta de uniones estrechas en las capas
epiteliales escamosas permite el movimiento de moléculas pequefias dentro de los espacios
entre las células. Esto puede conducir al transporte intraepitelial de patdgenos, tales como
el VIH, que a su vez conduce a contacto de patdogenos potenciales con células dianas,
incluyendo las células de Langerhans y células CD4 + T, que se encuentran dispersas por

todo el epitelio vaginal basal®’.

Es asi como las células epiteliales polarizadas funcionan como la primera linea de defensa

contra los patégenos potenciales en el tracto reproductivo femenino.
Inmunidad

Como otras cavidades colonizadas, la defensa humoral y celular es fundamental en la

mantencion del equilibrio entre los microorganismos y el huésped.
> Inmunidad temprana e innata

La inmunidad cuenta con mecanismos inespecificos (inmunidad temprana e innata)
constituidos por las barreras naturales; a nivel del tracto genital inferior, este papel lo

desempefia la inmunidad del epitelio. Las rupturas fisiologicas en ¢l (zona de
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transformacion; orificios glandulares) o los micro traumatismos facilitan la infeccion y
desencadenan la respuesta inmune temprana que reconoce patrones moleculares
conservados comunes a distintos grupos o familias de microorganismos patogenos
(Pathogen-associated molecular patterns, PAMP) y los destruye sin que haya existido un
contacto previo con ellos. Estos PAMP son reconocidos por receptores que se encuentran
ampliamente distribuidos en las células fagociticas®®. Las células fagociticas (macrofagos y
polimorfonucleares) se acercan al sitio de agresion atravesando paredes vasculares en
respuesta a sustancias quimiotacticas. La célula fagocitica invagina su membrana hasta
rodear el microorganismo en una vacuola llamada ‘fagosoma’. Este luego se fusiona en el
citoplasma con lisosomas y constituye fagolisosoma, y entonces se produce la lisis del
microorganismo>®4°,

Si la fagocitosis es evadida, existen factores auxiliares solubles (anticuerpos IgM, IgG, asi
como la fraccion C3b del sistema complemento) que se unen a la superficie de los
microorganismo evasores y advierten a los fagocitos la presencia de un elemento extrafio
(opsonizacién). Ademas, los macrofagos secretan diversas citocinas y quimiocinas que
actuan en la respuesta inflamatoria —IL 1-6 y TNFa en la respuesta adaptativa; IL 12 e IL
18 en el reclutamiento leucocitario en el tejido inflamatorio; IL 8 en la proliferacion y

diferenciacion de los globulos blancos®*!.

Los interferones participan en la interferencia viral por induccion de un estado antiviral en
sus células blancas, intervienen en la regulacion del crecimiento de células normales y
tumorales y regulan la respuesta inmunitaria. La infeccién viral es uno de los principales
estimulos para la produccion de interferon alfa por los leucocitos, beta por los fibroblastos

y gamma por los linfocitos T activados por antigenos especificos*.

Las células natural killer (NK) reconocen y destruyen células infectadas y tumorales
mediante el mecanismo de citotoxicidad, que consiste en el reconocimiento de la célula
blanco a través de sus receptores (glicoproteinas de alto peso molecular) y en la liberacion
de granzimas y perforinas. Las perforinas generan poros en la célula blanco para que
penetren las granzimas (proteasas), y estas conducen a la apoptosis (muerte celular

programada)*! 43,
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Similares a las células NK de sangre, células NK uterinas producen citoquinas pro-
inflamatorias, tales como GM-CSF, IL-10, IL 8-y IFN, y promueven asi la respuesta
inflamatoria, inducen activacion de los macrofagos y generan células T citotoxicas.
Alteraciones en la funcion de las células NK en la defensa innata del tracto reproductivo

femenino se relacionan con mayor susceptibilidad a los virus del herpes**.
> Inmunidad tardia

Los mecanismos especificos de la inmunidad (tardia) son ejercidos por los linfocitos T
(inmunidad celular) y por los linfocitos B a través de los anticuerpos (inmunidad humoral).
Ambas respuestas son capaces de responder a diferentes antigenos (especificidad)
mediante la presencia de receptores en la membrana con alta afinidad (TCR, T cell
receptor para los linfocitos T y las inmunoglobulinas para los linfocitos B). Los linfocitos
T poseen en la membrana un complejo asociado CD3; ademas de este tipo de mecanismo,
tiene la capacidad de generar memoria inmunitaria. Las células presentadoras de antigenos
de la piel son las células de Langerhans, que tienen dendritas, aunque su funcion no es
fagocitar: endocitan el antigeno, lo procesan y luego lo presentan al linfocito T CD4 en el
ganglio linfatico. Esta presentacion activa a los linfocitos T y, luego de 4 a 5 dias de

expansion clonal, se diferencian en células efectoras y de memoria*.

Son consideradas efectoras las siguientes células: a) Linfocitos helpers con el marcador
CD4, encargados de secretar interleuquinas, y capaces de iniciar y mantener la respuesta
inmune (los LT CD4 Thl activan macrofagos y destruyen patdogenos extracelulares y los
LT CD4 Th2 colaboran con los linfocitos B para la respuesta humoral); b) Linfocitos
citotoxicos, que destruyen con el marcador CDS8 las células tumorales o infectadas por
virus y c) Linfocitos supresores, que intervienen en mecanismos de supresion de la
respuesta inmune* *¢. Las infecciones genitourinarias inducen un aumento significativo de
IL-1b e IL-8 en las secreciones vaginales. Basso y col. demostraron que ambas citoquinas
son Utiles como marcadores evolutivos de la infeccion asi como en la evaluacion del éxito

terapéutico®®.

Los linfocitos intraepiteliales, predominantes en el tracto genital inferior, son los linfocitos
T CD8+, y la zona de transformacion del endocérvix contiene el mayor nimero de

macrdfagos, células T (CD4+ y CD8+) y neutrofilos*’.
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Los anticuerpos (IgM, IgG, IgA), que se producen por linfocitos B locales, son secretados
en el tejido y luego son transferidos en parte al fluido de la mucosa. Los anticuerpos
ayudan a la adhesion en bloque de los microorganismos al epitelio (IgA secretoria), y
neutralizan y eliminan microbios y toxinas en el lumen. En el moco cervical humano hay
mayores niveles de IgG que de IgA, y esta determina la defensa humoral especifica de la

superficie de la mucosa en el cérvix*®#,

> Péptidos antimicrobianos

En respuesta a estimulos los microbianos, las células epiteliales y los fagocitos secretan
péptidos/proteinas solubles (antimicrobial peptides/proteins (AMPs), que ayudan a
eliminar los agentes patogenos y a mejorar tanto la inmunidad temprana como la tardia®’;
algunos de ellos son constantemente segregados y proporcionan una capa protectora sobre
la superficie del epitelio®!. En la secrecion cervico-vaginal se pudo detectar la presencia de
estos AMPs, tales como las defensinas, la catelicidina, la lactoferrina, la lisozima, la
calprotectina, y el elafin inhibidor de leucoproteasa secretora (SLPI)°"> y se ha insinuado
que la produccion defectuosa de estos péptidos puede predisponer el tracto genital a
infecciones®. Estos AMPs, por sus propiedades antipaticas y catidnicas, actilan
destruyendo las membranas de los patdogenos microbianos en la superficie de la célula

epitelial®?

. Otros mecanismos complementarios, tales como la hidrélisis de peptidoglicano
por la lisozima o la captura del hierro por la lactoferrina, complementan el arsenal
antimicrobiano del huésped. SLPI, que muestra actividad antimicrobiana contra las
bacterias, virus y hongos, se produce constitutivamente por las células epiteliales del cuello
uterino y es muy importante en la secrecion cervical’®>!. Este es también un inhibidor de
serina proteasa y, por lo tanto, ayuda a controlar los dafios causados por la inflamacion. El
efecto anti-inflamatorio de SLPI no solo se atribuye a las actividades antibacterianas y
anti-proteasas, sino también al hecho de que puede suprimir un factor de transcripcion
central de la respuesta inflamatoria (NFkB)>. Las altas concentraciones de SLPI en el
fluido vaginal se asocian con menores tasas perinatales de transmision del VIH-1, y pueden
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contribuir a la defensa natural antirretroviral™®. Las concentraciones de SLPI en el tejido

cervical y en el tapon de moco cervical se incrementan significativamente durante el
embarazo y después del parto”; por otro lado, bajos niveles de SLPI en las secreciones

vaginales se han asociado con la presencia de infecciones tracto genital®® >,
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Los péptidos antimicrobianos presentes en el tracto reproductor femenino son eficaces en
la inhibicion de bacterias Gram-positivas y Gram-negativas (por ej. S. aureus, N.
gonorrhoeae, C. trachomatis), de hongos (por ej., C. albicans) y de los virus de envoltura
(por €j., VIH-1)"". De hecho, algunos antimicrobianos endégenos son de amplio espectro
antimicrobiano porque pueden inhibir infecciones bacterianas, fungicas y virales. Por
ejemplo, el inhibidor de la secrecion de proteasa de leucocitos (SLPI) se ha demostrado

que inhibe S. aureus, C. albicans y el VIH-1°%°,

> Factores asociados a la membrana; colaboradores de la respuesta innata

Durante las tltimas décadas, ha habido un rapido progreso en la comprension de los
procesos de reconocimiento de parte del sistema inmune innato, de los componentes
microbianos y de su papel fundamental en la defensa del huésped contra las infecciones. El
descubrimiento de la familia de receptores reconocedores de patrones tipo Toll (7oll-like
receptors, TLR), en la década del afio 1990, demostrd que el reconocimiento de patdgenos
por parte del sistema inmune innato tiene especificidad, y se apoyo en la linea germinal
codificada para el patron de reconocimiento de receptores (Pattern-recognition receptors,

PRR) .

Estos PRR se han desarrollado para registrar especificamente ligandos de macromoléculas
microbianas y unirse a ellos. Los ligandos conservados en las distintas especies bacterianas
son conocidos como ‘patrones moleculares asociados a patogenos’ (Pathogen-associated
molecular pattems, PAMP)®. Los receptores (PRRs) pueden ser solubles, y estan
localizados en la membrana celular, o bien intracelularmente; hay diferentes tipos de
receptores PRRs especificos para las distintas estructuras de PAMPs, y se han encontrado
en diversos tipos de células, tales como macrofagos, neutrofilos, fibroblastos, células

dendriticas, y células epiteliales del tracto reproductivo femenino®!: %2,

Al unirse a sus ligando (PAMPS), los PRRs —por ejemplo, los Tolllike receptores
(TLRs)— inducen una respuesta aguda y rdpida mediante la activacion de rutas de
seflalizacion complejas que culminan en la induccion de un estado de inflamacion,

mediado por varias citoquinas y quimioquinas, que facilita la erradicacion del patogeno®'
62,63
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v Participacion de las Hormonas gonadales sobre la Inmunidad: interaccion

inmuno-endocrina en el control de mecanismo de defensa del epitelio vaginal

La respuesta inmunologica, como respuesta homeostatica bajo control fisioldgico,
contribuye al mantenimiento de la integridad de las células corporales y de los tejidos.
Estas funciones se llevan a cabo no solo a través de las moléculas especificas del sistema,
sino también de las hormonas que estan presentes en el microambiente de las células
inmunolégicas, y que pueden restringir su autonomia, probablemente mediante su accion

sobre los receptores especificos’*%,

La comunicacion inmunoendocrina eficiente implica, entonces, la existencia de vias
aferentes y eferentes que constituyen un sistema complejo de retroalimentacion. Las
hormonas esteroideas participan en la regulacion de la respuesta inmune, a la cual le
imprimen un dimorfismo sexual, tanto en la humoral como la celular. Si bien los esteroides
sexuales son reguladores negativos del timo, los andrégenos y estrogenos afectan
diferentes tipos de células inmunes. Los estrégenos estimulan los linfocitos T
cooperadores, reducen los supresores, y activarian la diferenciacion de células T

autorreactivas en el higado®.

En las mucosas del aparato genital, las hormonas gonadales tienen influencia sobre el
sistema inmune innato, que consiste en la respuesta temprana que se inicia contra
microorganismos y virus, y que posteriormente desencadena el sistema inmune adquirido.
Recientes investigaciones han puesto en evidencia que los epitelios del aparato genital,
digestivo y respiratorio, secretan a la luz numerosas moléculas que participan en el sistema
inmune innato para la defensa de la homeostasis de la mucosa, algunas de las cuales son
comunes con el sistema inmune y otras son exclusivas de los epitelios. En el tracto genital,
esta actividad recibe el control de las hormonas sexuales, lo que le otorga particularidades
que las diferencian de epitelios no dependientes de hormonas. Entre esas moléculas
antimicrobianas, se incluyen las siguientes: defensinas, catelicidinas, lactoferrinas,
lisosimas, y proteinas surfactantes; citoquinas (mediadores proteicos de las células T, como
TNF-0, INF-y, TGF-B) y chemoquinas (citoquinas que reclutan células inmunes, como la

MIP-30), todas vinculadas con la defensa y la inflamacién®®.
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Hay muchos interrogantes atin sobre los multiples niveles de inmunidad pre-existente en la
parte superior e inferior del tracto reproductivo femenino. La inmunidad innata y
adaptativa en el aparato reproductor femenino humano esta influenciada por la etapa del
ciclo menstrual y estd directamente regulada por las hormonas esteroides sexuales, la
progesterona y el estradiol. Ademas, el efecto de las hormonas sobre la inmunidad esta
mediado directamente por las células inmunes y epiteliales, e indirectamente por

estimulacion de la secrecion del factor de crecimiento de las células del estroma®’.

Los cambios hormonales durante el ciclo menstrual regulan el sistema inmune a través del
tracto reproductor femenino de una manera que optimiza las condiciones para la migracion
con éxito de los espermatozoides, la fertilizacion, la implantacion y el embarazo®®. Ya sea
por correlacion con la etapa del ciclo menstrual o por la adicion de hormonas sexuales
esteroideas en cultivo o en los estudios in vivo, se ha demostrado que el estradiol y/o la
progesterona regulan directa o indirectamente todos los aspectos de la inmunidad innata y

adaptativa®’.

Se sabe que los agentes patdgenos sexualmente adquiridos inicialmente pueden infectar la
mucosa del tracto reproductivo femenino, y que desde ahi puede ocurrir la diseminacion
sistémica. La integridad de la barrera epitelial del tracto reproductivo superior esta
directamente influenciada por la presencia de estradiol, y se ha demostrado in vitro una

reduccion de la misma®’

. Por otra parte, el estroma subyacente también modifica
directamente la integridad de la barrera de células epiteliales del utero por la presencia de
citoquinas y factores de crecimiento secretados a partir de las células estromales, que
también operan bajo control hormonal’.

Como primera interaccion inmune-enddcrina, consideraremos los cambios del moco
cervical. Para la proteccion de las células epiteliales vaginales y uterinas del contacto
directo con los agentes patdgenos, tal como se presentd anteriormente, se establece una
capa de moco que se compone de una familia de proteinas glicosiladas, conocidas como
‘mucinas’, que fisicamente constituyen una fase de gel espeso que representa una trampa
para patogenos. Codificada por el gen MUC, al menos 13 mucinas estan presentes y son
expresadas diferencialmente por las células epiteliales, dependiendo tanto de la ubicacion

como del estado menstrual’!- 7.
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Secretado por las criptas cervicales, el moco cérvico-vaginal humano es el mas estudiado
en el tracto reproductor femenino y constituye una barrera importante debido a que protege
la parte superior del tracto reproductivo femenino de infecciones de transmision sexual
ascendentes. Dos tipos de moco cérvico-vaginal estan presentes segun la etapa del ciclo
menstrual: el moco estrogénico y el progestacional. El primero es fino y acuoso, con una
baja viscosidad que permite el movimiento de los espermatozoides; esta presente en la fase
proliferativa y va aumentando en la ovulacion. Este estd subdividido en tres tipos en
funcién de su patron de cristalizacion”: S, L y P. El moco progestacional es espeso,
pegajoso, bloquea el paso de los espermatozoides y estd presente en altas concentraciones
después de la ovulacion, durante la fase secretora, aunque también estd presente en niveles

bajos durante la fase proliferativa temprana’>.

Una caracteristica importante de moco cérvico-vaginal que afecta a la transmision de
organismos patdgenos es el pH. Normalmente, el moco cérvico-vaginal se acidifica a un

pH de 4-5 y retrasa la velocidad de difusion de agentes patdgenos como el VIH3¢37,

Cuando nos referimos a las células inmunes naturales, presentamos a los macréfagos y a
las células dendriticas, que fagocitan y posteriormente matan a los agentes patogenos a
través de la digestion acida y enzimatica. Los macréfagos representan aproximadamente el
10% de los leucocitos presentes en el tracto reproductivo femenino, y predominan en el
estroma del endometrio y del miometrio’!. El movimiento de los macrofagos en el tejido
endometrial también esta regulado por el estradiol y la progesterona, y el numero de
macréfagos en el endometrio es mayor antes de la menstruacion’®. En contraste con lo
antes dicho, el nimero de macrofagos tisulares vaginales permanece estable durante todo
el ciclo menstrual™. El fenotipo de los macréfagos vaginales es distinto del de los
gastrointestinales; por ejemplo, los macroéfagos vaginales expresan mayores niveles de los
receptores de CD4 de VIH-1 que los macrofagos intestinales”. Este fenotipo tinico se
correlaciona con una mayor susceptibilidad a la infeccion por VIH-1 de los macréfagos

intestinales’”.

Las células dendriticas, localizadas en el estroma sub-epitelial del endometrio, y las

vaginales presentes dentro de la capa epitelial también sufren modificaciones segun el

estado hormonal”®. Como células profesionales presentadoras de antigenos son

importantes para la respuesta inmune adaptativa durante la infeccion pero estudios
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recientes han implicado a estas células como facilitadoras de la transmision de VIH y cierta
relacion hormonal con el proceso. Existe un efecto estimulador del estradiol sobre la
expresion de Dendritic cell-specific intercellular adhesion molecule-3-grabbing
nonintegrin (DC-SIGN) en la célula dendritica que podria aumentar la susceptibilidad de
las mujeres a la adquisicion de VIH-1 por una mejora de la absorcion y difusion del
virus. El impacto de las hormonas esteroides sexuales endogeno y exdgeno en el riesgo de
VIH-1 de transmisiéon de la mucosa en las mujeres ain no se ha determinado

completamente 7.

El nimero de células NK en el endometrio varia a través del ciclo menstrual, alcanzando
un maximo de aproximadamente el 70% de la poblacion total de leucocitos en la fase
secretora®’. Sin embargo, los niimeros de células NK en otras regiones del tracto
reproductivo femenino no se ven afectadas durante el ciclo menstrual y representan entre el
10% y el 30% de leucocitos en estos lugares. En general, el menor numero de células NK
se encuentra en las trompas de Falopio. Los mecanismos que controlan su localizacion
especifica en el tracto reproductor femenino son desconocidos y pueden reflejar las

variadas responsabilidades funcionales entre los diferentes tejidos de este®’.

Los neutrofilos estan presentes en todo el tracto reproductor femenino, aunque su niimero
es mayor en las trompas de Falopio y disminuyen progresivamente desde la parte superior
hacia la vagina®’. Sus concentraciones son relativamente constantes en todo el ciclo
menstrual. Sin embargo, en el endometrio se reconoce un aumento significativo de los
neutréfilos en las menstruaciones, precedido por un aumento de la IL-8. La presencia de
neutrofilos puede servir a dos propdsitos en la menstruacion: en primer lugar, para ayudar
en la ruptura del tejido endometrial a través de la liberacion de elastasa, que posteriormente
se activa en metaloproteinasas de matriz; y en segundo lugar, para aumentar la defensa
inmune innata ante la interrupcion de la barrera epitelial. Los neutrofilos expresan
receptores TLRs 1-9 y responden a los agentes patdgenos a través de la fagocitosis, la
produccion de compuestos oxidantes y la liberacion de péptidos antimicrobianos. Es de
destacar que los neutréfilos producen inhibidores de la proteasa (Trappin-2/Elafin), a-
defensinas conocidas como ‘péptidos de neutrofilos humanos’ (HNPs), fosfolipasas y

citoquinas’’.
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Al igual que la mayoria de las funciones inmunes en el tracto reproductor femenino, la
concentraciéon relativa de los péptidos antimicrobianos también estd mediada por
fluctuaciones hormonales durante el ciclo menstrual. En la mitad del ciclo (dia 13),
después de la estimulacion de estradiol se detecté una supresion de SLPI, HBD2, HNP1-3,
y lactoferrina en liquidos de lavado cérvico-vaginales que se mantiene de 7 a 10 dias’®. Se
ha demostrado que los fluidos cérvico-vaginales de lavado de mujeres sanas tienen una
capacidad intrinseca para inhibir el VIH-1 y HSV-27°. La supresion de la produccion de
péptidos antimicrobianos durante el ciclo menstrual normal puede tener un impacto
significativo e incrementar la vulnerabilidad a los patdgenos de transmision sexual,

especificamente el VIH.

Los péptidos antimicrobianos de amplio espectro no inhiben la colonizacion por bacterias
comensales normales de proteccion, y ha sido demostrado que las secreciones de cultivos
primarios de células epiteliales uterinas o de las trompas de Falopio inhiben directamente
N. gonorrhoeae, C. albicans, y 1-VIH-"" y, ademds, estas mismas secreciones no tuvieron
efecto sobre los comensales Lactobacillus crispatus, lo que sugiere que tanto las bacterias
comensales como los péptidos antimicrobianos han evolucionado para mejorar la

proteccion en la parte inferior del tracto reproductivo femenino®’.

Tanto las citocinas como las quimiocinas, que representan mensajeros quimicos, mantienen
el entorno homeostatico normal y median en la proliferacion endometrial, en la
menstruacion y en la implantacion. La secrecion de estas citoquinas puede estar bajo el
control directo de estradiol y/o de la progesterona, o indirecto a través de las acciones de
las hormonas sexuales en las células del estroma subyacente. Por ejemplo, la retirada de la
progesterona del endometrio humano conduce a la sobre regulacion de la IL-8, MCP-1 y la
COX-2% Una familia de citoquinas importante que participa en la inmunidad del tracto
reproductivo femenino, en particular contra los virus, es la de los interferones del tipo I
(IFN). Estos consisten en varios subtipos IFNa, IFN, IFNg, IFNow y IFNk en humanos.
Aunque el papel del IFN tipo I en la defensa inmune innata esta bien definido, la influencia
de las hormonas sexuales en la modulacion de la respuesta de IFN en los seres humanos es

relativamente desconocida®!.

Las células T, que se encuentran tanto en el estroma de la vagina como en el cuello uterino

y en el utero, también estan bajo la influencia hormonal. Estas se dispersan dentro de las
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células epiteliales, donde son conocidas como ‘linfocitos intraepiteliales’. En el tracto
reproductor femenino, los linfocitos T CD8 + (35-50%) predominan sobre los linfocitos T
CD4 + (25%). Durante la fase proliferativa se desarrollan agregados de linfocitos, que
luego van creciendo y son mas grandes durante la fase secretora del ciclo menstrual®. En
mujeres post-menopausicas, la ausencia de agregados de linfocitos proporciona evidencia
adicional de que el estradiol y la progesterona regulan la formacion ellos y de su tamafio.
Asi, queda claro que el desarrollo de agregados de linfocitos sugiere un papel en la
supresion de la inmunidad mediada por células, que se produce en el ttero durante la fase
secretora del ciclo, durante la ovulacion, y cuando es mas probable que ocurra la

implantacién®’.

En el utero humano, también los niveles del receptor de la célula epitelial, responsable del
transporte de IgA, varian con la fase del ciclo menstrual. Usando el modelo de la rata, los
estudios han demostrado que la IgA, la IgG y los receptores son elevados en el utero por el
estradiol durante el ciclo reproductivo y después del tratamiento con estradiol de ratas
ovariectomizadas®*. En contraste, estos tres se inhiben en la vagina con el tratamiento
hormonal®. Aunque la secrecién de IgA es controlada por hormonas durante el ciclo
menstrual, los cambios en la produccion local responden mas a la estimulacion antigénica;
las diferencias en la localizacion, tanto anatoémica como del tipo y de la intensidad de los
anticuerpos en el tracto reproductivo femenino, sugieren una integracion de las respuestas

humorales y hormonales mediadas por un antigeno®’.

Podemos marcar otra interaccion inmuno-endocrina, si consideramos que el desarrollo de
células T reguladoras —Thl, Th2, Thl17— vy las respuestas inmunes durante Ia
estimulacion de antigenos tambien pueden estar mediadas directamente por hormonas —
los estrogenos aumentan los linfocitos T reguladores— o pueden estarlo indirectamente
por medio de citoquinas regulado por hormonas. Los antigenos extrafios a la respuesta
inmune requieren una coordinacion perfecta de las células que participan en sus diferentes
fases. El objetivo de la respuesta es la rapida destruccion de los microorganismos con una
minima repercusion en las células y los tejidos propios. Hay dos tipos principales de
células coordinadoras: las células colaboradoras, que organizan la respuesta inmune
inicial y las células reguladoras, que evitan el ataque autoinmune y desactivan la
respuesta una vez controlada la infeccion. Las células TH1, TH2 y TH17 tienen funciones

colaboradoras y reguladoras. Hay tres tipos de células colaboradoras que coordinan
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respuestas a parasitos intracelulares (TH1), helmintos (TH2) y bacterias y hongos
extracelulares (TH17)%. Las células T reguladoras desempefian un papel importante en la
coordinacion de los primeros momentos de la respuesta a la infeccion viral de forma
directa e indirecta, induciendo la diferenciacion de las células TH17. Las células TH17
estan asociados con el reclutamiento de neutréfilos en el tracto reproductivo femenino y
resultan fundamentales para la eliminacién de N. gonorrhoeae durante una infeccién®’.
Pero también debemos considerar que en presencia de citoquinas pro-inflamatorias, tales
como IL-6, las células T reguladoras se diferencian en un subconjunto distinto TH17, que
ademds de estar implicado en la inflamacion, la hiperfuncion de esas células TH17 se
asocia con enfermedades como la artritis reumatoidea, respondiendo a la hipersecrecion de

la citoquina proinflamatoria IL17. 8887

Finalmente, para conferir proteccion en tiempos en que el sistema inmune esta reprimido
por las hormonas sexuales para favorecer la procreacion, las células epiteliales y las células
inmunes generan receptores TLRs, que confieren proteccion a través de la produccion de
citoquinas y chemoquinas; estas, a su vez, reclutan y activan células inmunes. En un
estudio reciente se ha demostrado que tanto el estrogeno como la progesterona controlan
negativamente a los TLRs, pero sin embargo no impiden su regulacion por parte de

componentes bacterianos®’.

Todas estas evidencias indican el rol regulatorio clave de las hormonas en el sistema
inmune, y llevan a considerar a las células epiteliales como centinelas de la inmunidad del
tracto genital femenino en la interfase entre los sistemas inmune y endocrino. Es de
destacarse también que en el tracto genital femenino el sistema inmune es mas
especializado que en el masculino, ya que a la vez que lo protege de patdgenos potenciales,

le provee un ambiente receptivo para el esperma alogeno y para el embrion.
Microbiota vaginal

La mayoria de los estudios dependientes o independientes del cultivo dan la impresion de
que la microbiota vaginal es estética, porque la mayoria de ellos se llevan a cabo como una
"instantdnea" en el tiempo y no tienen en cuenta que las comunidades microbianas
vaginales experimentan cambios en su representacion a lo largo el tiempo, y ademas se ven

afectadas por muchos factores. Los lactobacilos han sido descritos consistentemente como



42

los microorganismos dominantes de dicho habitat, y es por ello que se considera que tienen
un papel importante en el mantenimiento del ecosistema vaginal. Dichos gérmenes
previenen la excesiva proliferacion de otros microorganismos que, de convertirse en
dominantes, podrian inducir alteraciones, como estados de vaginosis, vaginitis y cervicitis
que, a su vez, podrian complicarse con afectacion de estructuras regionales ascendentes,
como el utero y las glandulas de Bartolino o incluso convertirse en una infeccion
sistémica’® ?1: 92,

La mayoria de los microorganismos que se detectan con regularidad en la vagina de
mujeres sanas son tipicos del habitat intestinal, lo que sugiere que el tracto entérico podria
actuar como reservorio de dichos agentes infecciosos. Sin embargo, las frecuencias
relativas son muy distintas a las encontradas en la porcion final del tubo digestivo. Las
diferencias mas notables son las siguientes: los lactobacilos son dominantes en la vagina
—hasta el punto de ser practicamente exclusivos en muchos casos—, mientras que son
minoritarios en el intestino, donde no siempre aparecen, y cuando lo hacen su proporcion
nunca es mayor del 1%”. En general, el porcentaje de muestras de exudado vaginal en
mujeres normales que presentan predominio de lactobacilos es superior al 60%, tanto si la
deteccion de los mismos se realiza mediante cultivo®, como si se hace por métodos
genotipicos®. Por otro lado, las bacterias grampositivas o gramnegativas anaerobias —
estrictas de los grupos Clostridium-Eubacterium 'y  Bacteroides-Prevotella
respectivamente—, que dominan el habitat intestinal, aparecen esporadicamente en la
vagina, lo que sugiere que en esta mucosa son transitorios mas que colonizadoras®. En la
Tabla 1 se presentan los géneros de microorganismos cultivables que se encuentran en la

vagina de mujeres sanas.

Tabla 1 Géneros de microorganismos que se encuentran en la vagina de mujeres sanas

Cocos y bacilos Gram positives. | Lactobacillus

Anaerobios- aerotolerantes Streptococcus

Cocos y bacilos Gram positivos. | Corynebacterium

Anaerobios facultativos Gardnerella

Staphylococcus (fundamentalmente S. epidermidis)
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Bacilos Gram negativo. Escherichia

Anaerobios facultativos. Klebsiella
Proteus

Micoplasmas Mycoplasma: M. hominis
Ureaplasma

Bacilos y cocos Gram positives. | Afopobium
Anaerobios estrictos Bifidobacterium
Clostridium
Eubacterium
Peptococcus
Peptostreptococcus

Propionibacterium

Bacilos gramnegativos Bacteroides

Anaerobios estrictos Prevotella

Identificacion de lactobacilos

A los lactobacilos se los incluye en el grupo amplio y heterogéneo de las bacterias del
acido lactico; son integrantes de la familia Lactobacillaceae y comprenden 256 especies
incluyendo las subespecies (https://www.dsmz.de/de/bakterielle-diversitaet/prokaryotic-
nomenclature-up-to-date/prokariotic-nomenclature-up-to-date.html), caracterizadas por ser
Gram positivas, no esporuladas y con un catabolismo de los azucares estrictamente
fermentativo, cuyo producto final predominante es dicho 4cido orgénico. En general, son
bacterias anaerobias facultativas y acidofilicas, ya que pueden tolerar las elevadas
concentraciones de dcido que originan como producto de su metabolismo fermentativo. De
este modo, al disminuir el pH de los sustratos donde se desarrollan, inhiben la proliferacion
de un gran nimero de microorganismos. Ademas presentan genomas pequefios, por lo que
son muy exigentes nutricionalmente. Sin duda, su inocuidad como agentes infecciosos se
debe también en parte a esta escasez de informacion genética; inclusive en muchas cepas

atin no se han descripto genes codificantes de factores de virulencia®®.
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En 1892, el Profesor Albert Doderlein (1860-1941) publicé su monografia definitiva, en la
que registrd6 que los organismos cultivados de origen vaginal eran una fuente de acido
lactico, que podian inhibir el crecimiento de patdgenos in vitro e in vivo®’. Por su parte, en
1928 Stanley Thomas identifico el bacilo Doderlein como Lactobacillus acidophilus,
afiadiendo, proféticamente, que se trataba de un grupo caracteristico de las especies
relacionadas, o bien, de una especie que se sometié a una transformacién notable’®. En
1980, de acuerdo con la observacion de Thomas, se demostr6é que el grupo conocido como
L. acidophilus era muy heterogéneo”,y que las especies obligatoriamente

homofermentativas incluidas en el complejo Lactobacillus acidophilus eran las siguientes:

Lactobacillus acidophilus
Lactobacillus amylolyticus
Lactobacillus amylovorus
Lactobacillus crispatus
Lactobacillus gallinarium
Lactobacillus gasseri
Lactobacillus iners

Lactobacillus jensenii

AN N N N N Y N N N

Lactobacillus johnsoni

Debido a la heterogeneidad, el grupo fue subdividido en grupos de ADN homologos que
no se podian distinguir bioquimicamente'?’, formando un nimero de especies diferentes
dentro del complejo L. acidophilus'®'> 2. Las especies estrechamente relacionadas dentro
de este complejo son dificiles de diferenciar por métodos fenotipicos, y podrian explicar la

variacion en las especies de lactobacilos descripta en diferentes estudios!'%* 104,

En los métodos dependientes de cultivo se incluyen habitualmente dentro del género
Lactobacillus, a bacilos no esporulados, gram positivos y catalasa negativos.
Adicionalmente, puede emplearse como criterio el desarrollo en medio MRS, aunque esta
ultima exigencia podria dejar fuera a algunas especies como L. iners. Teniendo en cuenta
que en los aislamientos primarios los lactobacilos se comportan como organismos
fastidiosos, es aconsejable la incubacién en medios enriquecidos con hemo (hemina),

hemoglobina o sangre asi como la atmdsfera enriquecida en CO2, o incluso anaerobia'%,
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Una vez purificados, los aislados se suelen someter a las pruebas de identificacion
fenotipica, que tradicionalmente consisten en la determinacion de la capacidad de la cepa
en estudio para fermentar diferentes fuentes de carbono asi como la capacidad de crecer en
medios con concentraciones crecientes de sal'’®. Tanto unas pruebas como las otras
indicaron que la vagina est4 colonizada preferentemente por dos grupos: L. acidophilus y/o
L. fermentum'’. Sin embargo, cuando se aplicaron métodos genotipicos de identificacion a
los mismos aislados, las especies predominantes fueron L. crispatus, L. gasseri y L.
Jjensenii, tanto si se analizaba el grado de homologia de los ADN cromosémicos'%, como si
se determinaba la huella genética (DNA fingerprinting) °° o la secuencia del ARNr 16S. Por

estos métodos también se detecta con frecuencia en la vagina L. iners'®.

L. iners es considerada actualmente una especie de lactobacilo que merece un analisis
exhaustivo, ya que practicamente no se ha detectado mediante técnicas de cultivo, debido a
su exigencia nutricional y a su incapacidad de desarrollar en medios acidos, como MRS,
descriptos para lactobacilos. Ferris et al. detectaron clones de ADN de L. iners
relacionados con los cambios en la microbiota vaginal, después del tratamiento de la
vaginosis bacteriana con metronidazol, Asimismo, Jakobsson et al.  refirieron
modificaciones en la microbiota vaginal durante el tratamiento de fertilizacion con
estrogenos'®. Utilizando métodos genotipicos, ambos autores describieron que L. iners
resulta dominante cuando la microbiota se encuentra en una etapa de transicion entre
anormal y normal, ya sea debido a un tratamiento o a cambios fisiologicos bajo terapia con

estrogeno!!°,

Utilizando técnicas de base molecular se han podido identificar mas de 120 especies
de Lactobacillus, y se han detectado mas de 20 especies en la vagina. Sin embargo, se
conoce que la microbiota vaginal saludable no contiene un gran niimero de especies
diferentes de Lactobacillus. Més bien, una o dos especies de lactobacilos a partir de una
gama de tres o cuatro especies (principalmente L. crispatus, L. iners, L. jenseniiy L.
gasseri), que son las dominantes, mientras que otras especies son raras y tienden a ser

nuevos filotipos'!'!.

El valor numérico (VN) o Nugent surge del recuento, con alta precision y
reproductibilidad, de morfotipos bacterianos habituales del contenido vaginal en la

coloracion de Gram. La proporcion relativa de los morfotipos presentes, genera un VN que
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va de 0 a 10. La interpretacion es la siguiente: de 0 a 3 normal (mayoria de lactobacilos), 4
a 6 microbiota intermedia (disminuciéon de lactobacilos y aumento anormal de otras
bacterias habituales) y 7 a 10 Microbiota habitual vaginal francamente alterada,
(desaparicion practica de lactobacilos y aumento de microbiota fundamentalmente

anaerdbica) 12,

El estudio del balance del contenido vaginal (BACOVA) considera el VN junto con la
reaccion inflmatoria vaginal (RIV). En base a la relacion de estos dos criterios se
distinguen cinco estados vaginales basicos (EVB). Estos son: 1) estado de microbiota
normal (MN) y ausencia de reaccion inflamatoria vaginal (RIV), II) microbiota normal con
RIV (MN+RIV), III) microbiota intermedia sin RIV (MI), IV) vaginosis bacteriana (VB)
—alteracion de la microbiota sin RIV— y V) vaginitis microbiana inespecifica (VMI) —

alteracion de la microbiota vaginal con RIV—!'1?,

En las mujeres sanas con una puntuacion normal de Nugent, 202 aislamientos vaginales
fueron probados contra 26 tipos y cepas de referencia de Lactobacillus''*. En 18 de 23
mujeres, la microbiota vaginal fue dominada por una sola especie de Lactobacillus, y en
cinco de ellas se detectaron dos diferentes especies o dos cepas diferentes de la misma
especie de Lactobacillus. Por otro lado, las nicas especies detectadas fueron L. crispatus,
L. gasseri, L. iners, y L. jensenii''*. En un estudio de seguimiento se pudo ver que solo una
mujer fue colonizada por mas de dos especies de Lactobacillus, cuatro fueron colonizados

por dos especies diferentes y 17 fueron colonizados por una sola especie!!’

. Aunque este
estudio fue severamente limitado por el pequenio numero de colonias examinadas por
paciente (10 de agar sangre, 100 de agar Rogosa), la exclusion de otras especies concuerda
con la teoria de la "exclusion competitiva"''®y con la capacidad superior
de L. iners y L. crispatus para competir con otras bacterias de recursos vaginales, una
estrategia de supervivencia conocida como "la interferencia bacteriana"!!’. Por otra parte,
la rara coexistencia de multiples especies dominantes de Lactobacillus podria deberse a la
colonizacion preventiva por una especie determinada, o bien por influencia de factores

referidos al huésped!'!'.

Microbiota vaginal sana no dominada por los lactobacilos
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Utilizando técnicas independientes del cultivo, varios investigadores han demostrado que
una proporcion significativa (7-33%) de las mujeres sanas carecen de nimeros apreciables

de especies de Lactobacillus en la vagina!®® 118, 119, 120, 121

, que pueden ser sustituidas por
otras bacterias productoras de acido lactico, como Atopobium vaginae, especies de

Megasphaera y Leptotrichia'?".

A pesar de que la estructura de las comunidades puede diferir entre las poblaciones, la
salud puede mantenerse siempre que la funcidn de estas comunidades, es decir, la
produccién de 4cido lactico, continie!®. Por lo tanto, podria decirse que la ausencia de
lactobacilos o la presencia de ciertos organismos, tales como Gardnerella .vaginalis, o
especies de Peptostreptococcus, Prevotella, Pseudomonas ylo Streptococcus, no
constituye un estado anormal!!*!?2, Este problema todavia no est4 claro, debido a que los
estudios no abordan el hecho de que existe una proporcion de mujeres "sanas" que son
pacientes en transicion hacia o desde VB, o que pueden tener VB asintomatica, es
decir microbiota anormal pero sin sintomas debido a factores genéticos, inmunologicos,
hormonales, etc. De hecho, un estudio molecular reciente confunde ain mas el tema, al
sefalar que G. vaginalis puede producir dominancia transitoria en mujeres sanas como

consecuencia de perturbaciones, tales como aumento en el pH durante la menstruacion'??.
Desbalance de la microbiota: Disfuncion Vaginal

El desbalance de la microbiota vaginal puede ocurrir debido a una infeccion de transmision
sexual, (ETS) como la tricomoniasis, a la colonizacion por un organismo que no es parte
de la comunidad vaginal normal, —como Streptococcus pneumoniae, Haemophilus
influenzae, o Listeria monocytogenes—, o por el aumento o crecimiento excesivo de la
virulencia de un organismo, que es una parte constitutiva, por ejemplo Escherichia coli,
Candida spp. Las alteraciones en la microbiota vaginal no implican necesariamente un
estado de enfermedad o la aparicion de signos y/o sintomas. La enfermedad resulta de la
interaccion entre la virulencia microbiana, la dominancia numérica, y la respuesta inmune
innata y adaptativa del huésped'?*. El desbalance de la microbiota es uno de los factores
que conlleva a un estado de “disfuncion vaginal” (DV). El concepto clinico de DV abarca
un numero elevado de sindromes y se ha demostrado en un estudio previo la dimension

alarmante, dado que un 68% de las mujeres estudiadas en edad fértil y asintomética
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mostraron indicadores indubitables de anormalidades en el contenido vaginal, reveladores

de un claro estado de disfuncion de la vagina'%.

La disfuncion vaginal de etiologia microbiana expresada en cualquiera de sus sindromes
individuales (vaginosis, vaginitis) o en conjunto, es un factor de alto riesgo para la
adquisicion de infecciones de transmision sexual, y podria presentar riesgo quirurgico, asi

como alteraciones gestacionales e infecciones maternas fetales®*>.

Aun hoy la etiologia de la Vaginosis Bacteriana y de la Vaginitis Microbiana Inespecifica
son un misterio. De hecho, la etiologia microbiana se encuentra en discusion y amerita
mayor investigacion, ya que representa en forma empirica la clave en la decision de los
tratamientos. Asimismo, se deben considerar los factores sistémicos, fundamentalmente del
sistema hormono-inmunolégico, de manera que es significativo considerar que puede
obedecer a cambios sistémicos y/o a factores externos, tales como actividad sexual,
anticoncepcion, invasion vaginal por microbiota habitual o exdgena como agentes tipicos

de transmision sexual y conductas higiénicas, entre los mas estudiados®’?.

Infecciones del tracto genital inferior
Vaginosis bacteriana

La vaginosis bacteriana (VB) es una condicion polimicrobiana, caracterizada por una
disminucion en la calidad o cantidad de lactobacilos, y en la produccion de peroxido de
hidrogeno, asi como un aumento de mil veces en el numero de otros organismos,
particularmente de bacterias anaerobias: Gardnerella vaginalis, especies de Prevotella,
Porphyromonas, Bacteroides, Peptostreptococcus, Mycoplasma hominis, Ureaplasma
urealyticum, y especies de Mobiluncus, en ausencia de RIV. También son comunes
especies de Fusobacterium y Atopobium vaginae'' 1%, Se encuadra en VN de 7 al0 y
corresponde al EVB IV (BACOVA). La presencia de células guia determina la suma de
dos puntos al VN real obtenido, en los casos de VN comprendidos entre 0 y 6. Este
criterio posee valor predictivo positivo y negativo superior al 90%!!3.

El pH normal practicamente descarta este EVB y en la mayoria de los casos es elevado al
igual que en MI y VMI. La prueba de aminas posee valor predictivo positivo y negativo

superior al 80% en pacientes sintomaticas'?’.
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BACOVA, no requiere la determinacion del pH y/u olor a aminas para definir el EVB de
VB. Existen casos sobre todo en mujeres oligo o asintomaticas en que se detecta
morfolégicamente un estado de VB, sin alteracién de ambos criterios'?’.

Existe otro criterio descripto previamente en 1982, por Amsel y col. '*’

quienes definieron
la entidad clinica de VB considerando que debian estar presentes tres o mas de los cuatro

criterios que se detallan a continuacion:

Presencia de flujo vaginal abundante, fino y homogéneo

- pH>4;5

Prueba de aminas (+)

Presencia de células guia (“clue cells”)

El mecanismo por el cual se produce el desequilibrio de la microbiota y la influencia de
algunos factores, como alteraciones hormonales y/o inmunes, la actividad sexual,
susceptibilidad genética, duchas vaginales, dispositivos intrauterinos etc. en la patogénesis

de la VB, no esta claro.

El peréxido de hidrégeno producido por los lactobacilos es importante en la prevencion de
sobrecrecimiento de los anaerobios, normalmente presentes en la microbiota vaginal. Con
la pérdida de lactobacilos, se eleva el pH y ocurre el crecimiento excesivo de anaerobios
vaginales. Estos producen grandes cantidades de enzimas proteoliticas, que descomponen
los péptidos vaginales en una variedad de aminas que son volatiles, malolientes, y esto se
asocia con aumento de la trasudacion vaginal y con la exfoliacion de células escamosas
epiteliales, lo que resulta en las tipicas caracteristicas clinicas observadas en los pacientes
con VB. El aumento de pH también facilita la adherencia de G. vaginalis a las células

epiteliales exfoliantes'?S.

La diferencia en la microbiota vaginal entre las mujeres con y sin VB se puso de
manifiesto en un estudio que utilizaron sondas de ADN sobre el contenido vaginal de 27
mujeres con VB y 46 controles1'?®!? En total, fueron identificados 35 filotipos
bacterianos en las mujeres con VB, incluidos 16 que fueron reconocidos
recientemente. Las mujeres con VB presentaron una media de 12,6 filotipos (rango de 9 a
17) por muestra, frente a los 3,3 filotipos (rango de 1 a 6) por muestra en las mujeres sin

VB. Los organismos recientemente identificados por PCR incluyen bacterias fastidiosas
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llamadas "VB bacteria asociada” (BVAB) 1, 2 y 3", en el orden de los Clostridiales, que

parecen ser los indicadores especificos de BV!'#%13,

Algunos datos sugieren que G. vaginalis es un protagonista clave en la patogénesis de la
VB, y el desarrollo de un biofilm podria ser un componente esencial de este proceso,
ademds del sobrecrecimiento gradual de residentes anaerobias pertenecientes a la
microbiota vaginal. Un estudio de la microbiota en las superficies de las células epiteliales
vaginales de muestras de biopsia de mujeres con VB mostraron un biofilm adherido a todo
o parte del epitelio; Gardnerella vaginalis representaba el 90% de las bacterias en la

131 La descamacion posterior de

biopelicula y Atopobium vaginae, la mayor parte del resto
estas células epiteliales se traduciria en las células guias clasicas del diagnostico de este
sindrome. A diferencia de lo hallado en VB, no se observaron biopeliculas adheridas en el
epitelio de la mayoria de los controles sanos, sino acumulaciones estructuradas de bacterias

en las secreciones que se unen débilmente a la superficie celular'3!.

La actividad sexual es un factor de riesgo para la VB, y la mayoria de los expertos creen
que esta entidad no se produce en las mujeres que nunca han tenido relaciones sexuales
vaginales'*>!133. Los estudios epidemiolégicos apoyan decididamente la transmision sexual
de patdogenos de VB. Hay una alta incidencia de VB asi como una concordancia de la
microbiota vaginal en mujeres que tienen relaciones sexuales con mujeres, lo que sugiere
que la transmision sexual es importante en este contexto!'>*!33. No est4 claro, sin embargo,
si un tipo de actividad sexual puede ser mas importante que otro en la patogénesis de la

infeccion.

Entre las mujeres sexualmente activas, los factores de riesgo adicionales mas estudiados
para la adquisicion de la VB incluyen las parejas sexuales multiples, las duchas vaginales,
los dispositivos intrauterinos medicados con cobre!3*!137:138:139.140. e ha  demostrado
asociacion con las duchas vaginales unicamente y no con otros comportamientos

personales de higiene'*!.

Aunque es probable un cierto grado de susceptibilidad genética a la VB, se ha establecido
que no hay asociacion entre un polimorfismo del gen y esta'*?. Ademas, diversos autores
han documentado que entre un 50% y 75% de las mujeres con VB son asintomaticas'**

143 Las personas con sintomas suelen presentarse con aumento de flujo vaginal asociado a
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un caracteristico olor a pescado que puede ser mis notable después del coito!*! 143, La

descarga es de color blanco, delgado y homogéneo.

La VB por si sola no causa disuria, dispareunia, prurito, ardor, o inflamacién vaginal
(eritema, edema); generalmente esa clinica se presenta cuando estd asociada a otra
patologia, como cervicitis (secrecion endocervical muco-purulenta o sangrado facilmente

inducido), con o sin infeccion concomitante por clamidia o gonococo'*.
Vaginitis microbiana
o Vagintitis Inespecifica

La vaginitis microbiana inespecifica (VMI) se define basicamente (acompanada de otros
criterios secundarios) por una alteracion de la microbiota habitual vaginal (un valor
numeérico superior a tres) y por la presencia simultanea de RIV, por lo cual adopta el grado
de wvaginitis, que se diferencia de vaginosis. ‘VMI’ es tan solo el cambio de la

] 145 To1 L4 13 P lgl
nomenclatura preconizada por Donders'™ que originalmente denominé como ‘“vaginitis

aerobica”.

BACOVA diagnostica y diferencia con alto valor predictivo la VB de la VMI. Ademas
permite definir el riesgo actual de la mujer y generar la mejor orientacion en el manejo de
la evolucion y de la indicacion precisa de estudios adicionales especializados, que la VMI

requiere de inmediato'?’.

VMI es en realidad la “bolsa roja” de la DV, en la que partiendo de una mujer con
desbalance en el contenido vaginal, se agrega RIV. Se deben diferenciar dos situaciones,
las que se corresponden con VN entre 4 a 6 y las correspondiente a VN entre 7 a 10. En el
primer caso las posibilidades etioldgicas son multiples (“bolsa roja”), es decir, se pueden
encontrar agentes microbianos habituales de otros nichos, como el intestino, la boca, la piel
y el ambiente, colonizando el contenido vaginal, que se informan como morfotipos
bacterianos extrafios al CV'!®. Sin embargo, es muy dificil atribuir condicién etiolégica en
estos casos. En esta situacion, para discernir la etiologia implicada, es necesario recurrir a
estudios microbiologicos complementarios que incluyan cultivo, a los efectos de identificar

los microorganismos visualizados en la coloracion de Gram ya sea como cocos Gram
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positivos, bacilos Gram negativos compatibles con enterobacterias, bacterias corineformes
o formas compatibles con Actinomyces spp.

En el segundo caso puede tratarse de una microbiota alterada, con predominio de
morfotipos bacterianos principalmente anaerobicos, asociado a la presencia de
Trichomonas vaginalis en los examenes microscopicos, agente causante de vaginitis, que
explica el proceso inflamatorio vaginal, pero a diferencia del anterior, no requiere de
cultivo para discernir la etiologia''>.

Sin embargo, es imprescindible considerar que la RIV detectada, puede tener origen no
solo en el epitelio vaginal, como son las vaginitis convencionales, sino también responder
a infecciones en otros niveles del tracto genital o urinario. En estos casos se debe recurrir a
realizar cultivo de endocervix para busqueda de gonococos y clamidias y cultivo de orina,
con lo que el informe BACOVA en sus observaciones permite sugerir la realizacion de
estos estudios por pedido médico''>.

Dado el proceso inflamatorio y descamativo involucrado, es frecuente la observacion de
células parabasales'?.

EVB V es poco comlin con una agresion por levaduras.

La permisividad que la disfuncidon vaginal primaria, es decir el desbalance de la microbiota
habitual, induce en la mujer, genera un alto riesgo a todas las ITS, incluyendo la mayor
frecuencia de asociacion de trichomonas.

La incognita a resolver es si la VB y la VMI son dos patologias con etiologias diferentes
que pueden cursar en forma simultanea o si, por el contrario, reflejan un grado distinto de
evoluciéon de una misma disfuncién organica. Podria decirse que es racional integrar los
conceptos de VB y VMI, y considerar hipotéticamente que el sindrome se inicia con un
desequilibrio organico de la mujer, que afecta la funcidon de la mucosa del tracto genital,
modifica el contenido vaginal y, asi es como se inducen las alteraciones de la microbiota.

El primer indicador concreto de esto es la reduccion de la microbiota lactobacilar.

Un proceso similar al asignado entre la relacion evolutiva de VB vy la instalacion de VMI,
ha sido desarrollado para explicar la relacion secuencial entre VB y la enfermedad
inflamatoria pélvica'*®. Los sintomas de la vaginitis microbiana son inespecificos y ni el
autodiagnodstico ni el diagndstico clinico son confiables, por lo que se requiere la

confirmacion de laboratorio.

o Vulvoganitis micética
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La micosis vulvovaginal fue descrita por primera vez por JS Wilkinson en 1949, quien
establecid una relacion entre la existencia de hongos en la vagina y la aparicion de una
vaginitis. A partir de ese momento, los conocimientos fueron evolucionando
progresivamente. Actualmente hablamos de vaginitis (vulvovaginitis) micdtica o de
hongos levaduriformes (VVL). Fue en 1931 cuando Plass et al. publicaron en American
Journal of Obstetrics and Gynecology un estudio sobre la candidiasis vulvovaginal, y
demostraron la patogenicidad de este agente levaduriforme!*’.

Dentro del grupo de vaginitis convencionales, es decir producidas por una agresion
microbiana, la VVL constituye una de las patologias de mayor frecuencia en la mujer
adulta en edad fértil con cifras que oscilan alrededor del 15% y se elevan aiin mas en el
embarazo, dado el incremento de estrogenos que acompaiia a dicho estado, a valores entre
20 y 30%'*® .De esta forma la VVL constituye la segunda patologia mas frecuente en todas
las mujeres en edad fértil, luego de la VB. Inclusive durante el embarazo, representa la
patologia mas prevalente seguida por la VB!#,

Un 75% de las mujeres presentan una infeccion candidiasica vulvovaginal en al menos una
ocasion a lo largo de su vida; ademas, la mitad de ellas padece dos o tres episodios al afio.
Enun 5 a 8% de las mujeres en edad reproductiva, se produce vulvovaginitis por levaduras
recurrente, es decir la presencia de cuatro o mas episodios a lo largo de un afio; lo
indiscutible es que las recurrencias suponen un reto para los ginecdlogos y una alteracion
cierta para la calidad de vida de las mujeres'*’. En nuestro pais, la casi absoluta mayoria de
las VVL son producidas por Candida albicans complex, con una prevalencia de entre 80%

y 90%; en segundo lugar, se detecta Candida glabrata (entre 5% y 15%)"°

. Otras especies
relacionadas con las infecciones ginecologicas con menos frecuencia son Candida
tropicalis, Candida pseudotropicalis y Candida krusei, entre otras, principalmente en
pacientes nmunosuprimidos. En este sentido, durante los Gltimos afios se han producido
dos hechos posiblemente interrelacionados entre si, un significativo aumento de la
prevalencia de especies no C. albicans, y una mayor tasa de recurrencias de los episodios
de vulvovaginitis. De hecho, el incremento de especies no C. albicans ha sido observado
fundamentalmente en los episodios recurrentes!'>’. Por este motivo, en los casos de
candidiasis recurrente deben identificarse las especies del genero Candida, ya que otras
especies como C. glabrata complex (5-10%), C. tropicalis (1-2%), C. parapsilosis complex

(0,5-1%), C. kruzei (0,5-1%) pueden producir vulvovaginitis. Ademas se deben detectar las

candidiasis mixtas, es decir que coexisten dos especies diferentes en el mismo proceso.
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Este incremento de especies no albicans ha sido relacionado con una generalizacion de
terapias inadecuadas (automedicacion), dado que las especies no albicans pueden ser
resistentes a las drogas antifingicas del grupo de los imidazolicos, ya sea por resistencia
natural o adquirida, con lo cual se explicaria el fracaso de tratamiento con estos
compuestos. La erradicacion de C. albicans puede causar una seleccion de especies, como
C. glabrata, resistente a diferentes agentes de uso coman!>!,

En cuanto a la patogénesis de Candida, cobra importancia el proceso de adhesion. En este
sentido, la capacidad de adhesion de C. albicans es superior a la de otras especies, y esto
podria explicar la mayor frecuencia de esta especie en este tipo de infecciones. La adhesion
tiene lugar por la union a un receptor de la membrana (iCb3 y fibronectina) por parte de
una proteina transmembrana de la membrana micotica (andloga a la integrina). Esta
proteina micdtica es capaz de anclarse en el receptor epitelial. Por otro lado, existen
factores que pueden actuar como promotores o facilitadores del proceso de adhesion. En
este sentido, un ambiente hiperestrogénico incrementa la exposicidon de los complejos
epiteliales glicoproteicos que actuan como receptores, facilitando asi la adherencia de los
hongos a la superficie epitelial. De hecho la vulvovaginitis candidiasica es menos frecuente

en situaciones de hipoestrogenismo (premenarquia, postmenopausia) 3213,

Por otro lado, la gestacion y la ingesta de anticonceptivos orales de alta dosis (ciertamente
de escasa utilizacion en la actualidad) incrementan la tendencia a este tipo de infecciones.
Otro factor que puede afectar la capacidad de adhesion de los hongos es la competencia
con la microbiota vaginal, concretamente con los lactobacilos. Los lactobacilos inhiben la
adhesion de esporas micoticas a la superficie epitelial mediante un proceso de co-
agregacion y competencia por los receptores. Una vez adheridas, las esporas son incapaces
de penetrar en el epitelio vaginal y causar una vulvovaginitis. Para ello es necesaria la
germinacion de las esporas y el desarrollo de hifas y micelios. Una vez formados los
micelios, Candida es capaz de penetrar e invadir. Este proceso de penetracion se encuentra
directamente relacionado con la produccion de una serie de proteasas por parte de las hifas

capaces de destruir proteinas con funcion defensiva a nivel de la mucosa vaginal 132133,

La micrboiota vaginal, constituida por lactobacilos, representa la barrera defensiva mas
importante frente a la infeccidn candididsica. Los lactobacilos actuan a tres diferentes
niveles. En primer lugar, compiten con los hongos por los nutrientes; en segundo lugar,

mediante un proceso de coagregacion son capaces de bloquear los receptores epiteliales
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para los hongos, inhibiendo de esta forma la adhesion de estos al epitelio vaginal. Este
mecanismo de defensa es el mas importante. Finalmente, los lactobacilos son capaces de
generar sustancias (las llamadas ‘bacteriocinas’) capaces de inhibir la germinacion de
micelios. Por otra parte, las pacientes inmunodeprimidas presentan vaginitis candidiasicas
recurrentes con una alta frecuencia. Es evidente que los anticuerpos locales (IgA) juegan
un papel fundamental en la defensa frente a micosis vaginales. Asimismo, tanto la vaginitis
candidiasica oral como la vaginal se asocian a estados de inmunodepresion celular. Hasta
un 70% de pacientes infectados por el virus de la inmunodeficiencia humana (VIH)
presenta alglin episodio de candidiasis oral o vaginal'>>,

En el caso de VVL tipica, el pH del contenido vaginal es normal y el balance de
lactobacilos y la microbiota anaerdbica (VN) también se mantiene normal. De esta forma,
la VVL se asocia significativamente con el EVB 11, es decir con VN de 0 a 3 y presencia
de RIV. Las levaduras estan presentes con frecuencia en el EVB 1, pero generalmente al no
haber adhesion a las células epiteliales, no inducen RIV y por lo tanto, se consideran
colonizaciones habituales, que alcanzan entre el 15% y 25%, con mayor frecuencia en
mujeres embarazadas (50%) y aquellas que utilizan anticonceptivos hormonales'>*.

Los examenes microscopicos que incluye BACOVA que permiten visualizar levaduras y
su morfologia son el examen en fresco con solucion fisiologica, la coloracion de Gram y la
coloracion de Giemsa'!?,

Otro examen microscopico en fresco para deteccion de levaduras, que no estd incluido en
BACOVA, es la visualizacion en freso post agregado de KOH al 10%. Este examen eleva
la sensibilidad en la deteccion de levaduras, asemejandose al cultivo, ya que el KOH
destruye las células y leucocitos y permite la mejor visualizacion de los elementos
levaduriformes'>’.

BACOVA presenta adecuada sensibilidad en la deteccion de levaduras. Sin embargo, en
pacientes sintomaticas pertenecientes al EVB II, principalmente si el pH es normal, en el
caso de que BACOVA no detecte morfologicamente levaduras, se deberd intentar cultivo,
antes de descartar VVL. El cultivo es un método confirmatorio'3.

También se debe realizar cultivo en los casos de candidiasis recurrente, con el objeto de
identificar las especies del género Candida y de detectar las infecciones mixtas. En estos

casos es importante cultivar las levaduras, para posteriormente realizar las pruebas de

identificacion y sensibilidad correspondiente.
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El género Candida desarrolla bien en medios de cultivo como el agar sangre. Otros medios
de cultivo para el desarrollo de Candida son el agar Saboreaud y agar cromogénico
(CHROM agar). Este ultimo presenta la ventaja de que algunas especies de Candida
pueden ser identificadas seglin el color que adquieren las colonias en este medio. Ademas
dicho medio permite detectar los casos de candidiasis mixtas (10-20% de las VVL), ya que
permite diferenciar por color las distintas especies.

La identificacion de levaduras se realiza a través de métodos presuntivos como de la
formacion de tubo germinativo, formacion de clamidocolidias, utilizacion de agar
cromogénico, o bien de métodos definitivos como los paneles comerciales de
identificacion como el API, la espectrometria de masa.

Recientes publicaciones han demostrado la mayor sensibilidad de las técnicas de
amplificacion génica como la PCR, respecto del cultivo, para detectar las especies de
Candida en el contenido vaginal en pacientes con candidiasis recurrente!*®. Ademas esta
metodologia tiene la ventaja de permitir identificar en forma definitiva las distintas

especies de Candida, lo que cobra relevancia en las VVL recurrentes.

o Vaginitis por Trichomonas vaginalis

Trichomonas vaginalis (TV) fue descubierto por primera vez en 1836 por el francés
Donné, quién lo encontrd en secreciones vaginales y uretrales. Posteriormente Hoehne en
1916, comprobd que era el agente etiologico de una infeccion vaginal especifica. Es un
parasito unicelular flagelado, mdvil, anaerobico.

T. vaginalis mantiene su existencia asociada solamente a la especie humana y a diferencia
de otros protozoarios parasitos humanos, en su ciclo evolutivo no desarrolla ningtin estado

intermedio de formas quisticas, sino que solo se conoce el estado de trofozoito.

T. vaginalis se asocia etiolégicamente a uretritis, vaginitis, cervicitis, enfermedad

inflamatoria pélvica e infertilidad tubérica's’

Sin que existan precisiones sobre su frecuencia relativa, un numero significativo de las
mujeres colonizadas (10 a 50%) se mantienen asintomaticas, de las cuales un 50% podrian
presentar sintomas de infeccion dentro de los 6 meses posteriores'>®. Cabe aclarar ademas
que la mujer suele reinfectarse por contacto sexual con el hombre que suele actuar como

portador asintomético'>’.
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La tricomoniasis afecta a aproximadamente 180 millones de mujeres en todo el mundo'*’.

Trichomonas vaginalis se identifica en el 30%/40% de las parejas sexuales masculinas de
las mujeres infectadas. La tricomoniasis, representa una infeccion de transmision sexual,
que se asocia con frecuencia a otras enfermedades de transmision sexual. Como tal
muestra una mayor frecuencia en adolescentes hasta 25 afios de edad, pero es detectada en

toda la etapa de actividad sexual y aun en el climaterio!®’,

La localizacion vaginal independiente de generar o no vaginitis activa, tiende a ser de
persistencia cronica, mientras que la invasion uretral masculina, en individuos
inmunocompetentes es de corta duracion aun en ausencia de tratamientos especificos. Esto

indica una adaptacion evolutiva de TV al contenido vaginal.

La infeccidon neonatal se ha reportado hasta en un 5 % de los niflos que nacen de madres
infectadas, produciendo complicaciones maternas y perinatologicas tales como rotura

prematura de membrana, labor pretérmino y bajo peso al nacer'¢!.

Los factores que determinan una colonizacion sin induccidon de reaccion inflamatoria

vaginal (RIV) o la induccion de dano epitelial no estan suficientemente aclarados

Se ha relacionado al pardsito con un incremento en el riesgo de cancer cervical, como
consecuencia de la evolucion de la infeccion por el virus del papiloma humano (VPH) '62,
También se ha descripto que la tricomonosis se relaciona con una mayor transmision e
infectividad del virus de la inmunodeficiencia humana (VIH) debido a la acumulacion
local de linfocitos y macrofagos '%°. Por otro lado, agentes espermicidas, tales como

nonoxinol 9, ayudan a reducir la transmision de la tricomoniasis.

En mujeres la tricomoniasis varia de un estado de portador asintomatico de la enfermedad

a un estado grave, agudo o inflamatorio.

Ninguna de las caracteristicas clinicas de la vaginitis por tricomonas son suficientemente
sensibles o especificas para permitir el diagnostico de la infeccidon basado en los signos y

sintomas!63 164

El pH vaginal se eleva considerablemente, y en la mayoria de los casos se detecta en la

microscopia un aumento de los leucocitos polimorfonucleares.
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La deteccion microscopica en el contenido vaginal y/o sedimento de orina siguen teniendo
validez con valores predictivos positivo superiores al 90% que se agudizan en el caso de
BACOVA que estudia el fresco donde son identificadas con total certeza en funcion de su
movilidad. Ademas BACOVA incluye las coloraciones de Gram y Giemsa. La busqueda
en estas coloraciones debe realizarse en forma exhaustiva y cuidadosa en caso de no
detectarse en fresco y sobre todo en presencia de una respuesta inflamatoria significativa.
Dado que la coloracion de Gram muestra baja sensibilidad y especificidad, se debe
enfatizar la busqueda en la coloracion de Giemsa, que brinda mayor eficiencia y por lo

tanto es confirmatoria''>.

La presencia de TV determinada por morfologia, mediante BACOVA se distribuye en
general en los EVB IV y V, en este ultimo, la mayoria de las veces, con RIV significativa y
un pH elevado. Cuando las TV estan asociadas al EVB V las pacientes frecuentemente
refieren sintomatologia y los pardsitos son visualizados mediante los exadmenes
microscopicos que contempla BACOVA, dado el elevado nimero de parésitos presentes.
De forma tal, que son los EVB III (MI), EVB IV (VB) y EVB V (VMI), los que favorecen
la colonizacion y eventual RIV por TV. Con mucha menor frecuencia se pueden detectar
TV en los EVB I (MN) y EVB II (MN con RIV). Cabe aclarar que la detecciéon de TV en
el EVB I, es decir sin RIV y acompanada de lactobacilos con pH normal, ocurre en

pacientes asintomaticas, lo que puede ser interpretado como un estado de portador''?.

La preparacion en fresco es positiva para trichomonas moéviles en tan solo 50% a 70% de
los casos confirmados mediante cultivo'®. Tal es asi, que en el caso de las observaciones
microscopicas en fresco, la deteccion de 7. vaginalis depende de la experiencia del
observador y de la rapidez en el transporte y procesamiento de la muestra, para asi evitar la
pérdida de la movilidad del parasito'®*. Por otro lado, las técnicas de cultivo tienen una alta
sensibilidad (95%) y deben ser considerados en pacientes con elevado pH vaginal,

aumento del nimero de leucocitos polimorfonucleares y ausencia de tricomonas moviles.

Asimismo, en pacientes asintomaticas el diagnostico de laboratorio por examen
microscopico presenta una baja sensibilidad (35-80%), motivo por el cual se requiere la
utilizacién de otras metodologias mas sensibles, como el cultivo!®®. En estas pacientes, la
deteccion mediante BACOVA resulta excepcional dada la baja cantidad de parasitos

presentes como para ser detectados en los examenes microscopicos directos.
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Perazzi B. et al. evaluaron la sensibilidad y la especificidad de la microscopia,
considerando el cultivo como método de referencia. La prevalencia del parasito obtenida
por cultivo fue de 4,5%, siendo la deteccion por examen en fresco, coloracion de May-
Grunwald Giemsa, fresco con solucion acética formolada (SAF)/azul de metileno, y por
cultivo en medio liquido, de 1,3%, 1,8%, 1,8% y 4,5% respectivamente'®. La sensibilidad
del examen en fresco fue del 30% para el May-Grunwald Giemsa, y el SAF/azul de
metileno fue del 40%. Utilizando conjuntamente los tres examenes microscopicos, la
sensibilidad se elevd al 50% vy la especificidad fue de un 100% para todos los exdmenes

microscopicos. El cultivo en medio liquido detectd el 100% de los casos positivos.

Recientemente, en pleno ajuste metodologico la amplificacion génica parece establecerse
como metodologia que adicionada al cultivo, alcanzaria los mejores valores predictivos,
pudiendo por lo tanto utilizarse ambas metodologias simultdneamente, lo que representaria

un “gold-standard ampliado™.

Varios de los nuevos kits de diagnostico rapido que utilizan sondas de ADN y anticuerpos
monoclonales estan disponibles, y poseen una sensibilidad del 90% y una especificidad del

99,8%!%7,

Algunos autores han utilizado la reaccion de polimerasa en cadena (PCR) para el
diagnostico de 7. vaginalis y la compararon con el cultivo. Tal es asi, que Randonjic et al.
describieron una sensibilidad y especificidad de la PCR de 81.0% y 97.2 %

168~ Asimismo, Madico et al. relataron una sensibilidad y especificidad de

respectivamente
la PCR de 97% y 98% respectivamente, utilizando “primers” dirigidos a la region
conservada de los genes que codifican para la B-tubulina de T. vaginalis'®. Testardini et al.
refirieron en un trabajo realizado en el Hospital de Clinicas sobre 386 contenidos vaginales
de embarazadas sintomadticas y asintomaticas en el que se consider6 la positividad en el
cultivo o la PCR como método de referencia, que la sensibilidad de la PCR fue 83,3%, la
del cultivo 75%, la del SAF/AM 50 % y la del examen en fresco y del MGG prolongado
fue 45,8%. La especificidad resulté del 100% para todos los métodos. En la pacientes
sintomaticas, la sensibilidad del cultivo y del SAF/AM fue del 100%, la del examen en
fresco y del MGG prolongado 87,5% y la de la PCR 75%, mientras que en las
asintomaticas.la sensibilidad de la PCR fue 87,5%, la del cultivo 62,5% y la de los

exdmenes microscopicos 25%!7°.
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Estudio del contenido vaginal-BACOV A

El diagnéstico sindromico de la DV no supera el 50% de valor predictivo positivo y

145159 " La literatura referente a las metodologias diagnosticas de la DV es

negativo
vastisima y, entre muchos factores que hacen muy dificil su homologacion, el mas critico
resulta la falta de uniformidad para separar fehacientemente la vaginosis de la vaginitis

tipica (principalmente levaduras y/o tricomonas) y de la vaginitis microbiana.

El estudio microscopico normatizado (BACOVA) del contenido vaginal utiliza un
algoritmo que se basa en establecer prioritariamente cinco estados vaginales basicos
(EVBs), en funcion del VN y de la presencia de RIV'!® que generan una sélida orientacion
predictiva en el diagnodstico de estados asociados a la DV!!3 BACOVA ademés agrega, con
valores predictivos variables, la deteccion de levaduras (Le), trichomonas (TV), morfotipos
extrafios al contenido vaginal y cé€lulas epiteliales no habituales que se distribuyen en los
distintos EVBs, lo que potencia la capacidad diagnostica de una manera significativa.
Resultados obtenidos utilizando la misma metodologia desarrollados en los ultimos tres
afos en Argentina generan un espectro epidemioldgico de alto valor que confirma la

importancia del problema de DV!'!?,

Los datos obtenidos en distintas series''> muestran diferencias relativas significativas en
las frecuencias de diferentes EVBs, lo que plantea incognitas sobre la influencia de

factores “externos” sobre la sensibilidad de la mujer en edad fértil que desarrollan DV.

BACOVA se trata de un postulado morfolégico independiente de todo criterio clinico.
Basta recordar que en general se detecta DV evidente en un 50% de mujeres en edad fértil

asintomaticas''3.

La utilizacion de métodos tales como determinacion de pH, olor a aminas y evaluacion de
enzimas, muestran valores predictivos inferiores a BACOVA, y en ningiin caso permiten
distinguir entre vaginosis y vaginitis con una sola determinacion, realizable en todo
laboratorio habilitado. La informacion brindada por el estudio de los EVB mediante

BACOVA adquiere importancia definitiva para la toma de decisiones clinico terapéuticas.
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De esta forma la identificacion de vaginosis o vaginitis, define en principio las decisiones
del requerimiento o no, de estudios complementarios racionales tales como los

microbiologicos y/o citoldgicos.

Aun en el caso antes mencionado de TV y levaduras, su sola presencia es un indicador
robusto, pero no definitivo de vaginitis. De no haber RIV, la colonizacidon no es indicadora
de patologia. Su presencia en un contenido vaginal con RIV debe ser examinada

cuidadosamente, a los efectos de no descartar otro factor desencadenante de la misma''>.
Citologia
Citologias alteradas, factores de riesgo para cancer cervicouterino

El cancer de cuello de utero es la tercera y cuarta causa de incidencia y mortalidad

respectivamente por cancer en mujeres de todo el mundo'”!

y responsable de un 5,2 % de
todos los tumores en humanos!’?. Las células del cérvix son muy activas en la vida
reproductiva, por lo que la actividad constante promueve el crecimiento anormal de estas
células, cuando se conjugan factores de riesgo para el desarrollo de patologias de cuello
uterino. Esto se ha establecido como causa de la displasia cervical, patologia relacionada
con la presencia del virus de papiloma humano (VPH), que puede evolucionar a céncer
uterino'’>!7?, Los estudios epidemiologicos han demostrado que uno de los principales
factores de riesgo en el cancer cervico-uterino es la infeccion por VPH, este virus ha sido

detectado en el 80 — 90% de las mujeres sexualmente activas'’>.

Los VPH infectan las células epiteliales del huésped (queratinocitos) al interactuar con
diferentes receptores de la superficie celular, como la integrina y los proteoglicanos de
heparan sulfato (HSPG). Los VPH se replican utilizando el aparato de replicacion de
c¢lulas huésped para expresar las oncoproteinas E6 / E7 / ES para inmortalizar las células
infectadas no solo inhibiendo los supresores tumorales p53 y Rb y disminuyendo la
apoptosis, sino también de manera importante activando la via de sefializacion PI3K / Akt /
mTOR. Todos estos procesos mejoran la proliferacion celular que conduce a la
carcinogénesis' 7.

Recientemente, la via PI3K / Akt / mTOR se ha identificado como una importante via de

seflalizacion para modular estrechamente muchos eventos celulares, incluidas las
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actividades fisiologicas de factores mitogénicos u oncogenos, que conducen a la génesis de
muchos canceres humanos. La via de sefializacion de PI3K / Akt / mTOR en células
infectadas por HPV se activa a través de la mutacion de los componentes de la ruta y la
activacion de las moléculas de sefializacion. La activacion de esta via contribuye a la
inestabilidad genética, la desregulacion de la proliferacion, la resistencia a la apoptosis y
los cambios en las caracteristicas del metabolismo, lo que finalmente conduce a la
transformacion maligna de las células infectadas. Esta via de sefializacion puede
representar tanto una gran oportunidad terapéutica como un desafio practico para tratar
canceres inducidos por VPH. Por lo tanto, una mayor comprension de los mecanismos
moleculares por los cuales la infeccion por VPH activa la via de sefializacion PI3K / Akt /
mTOR vy los roles biologicos de esta via en la carcinogénesis inducida por VPH mejorara
la prevencion de enfermedades, cuidado del paciente y estrategias de vigilancia para

canceres VPH positivos! 7.

El cancer de cuello uterino es considerado una enfermedad letal en mujeres, de hecho el
83% se produce en paises en vias de desarrollo'’®. En paises desarrollados los Programas
permiten detectar y tratar las lesiones adecuadamente, reduciendo drasticamente la
incidencia y mortalidad de esta patologia. Esta demostrado que existen factores de riesgos
que poseen suma importancia como cofactores del VPH en la génesis del cancer cervico-
uterino'’>. Entre los mas importantes, se encuentran antecedentes de ITS, antecedentes
obstétricos (partos y abortos), partos en la adolescencia, habito de fumar y susceptibilidad

genética.

El estudio BACOVA, con la incorporacion de la lectura del CV mediante la tincion de
Giemsa y con su vinculacidn con un proyecto paralelo del estudio de la Reaccion
Inflamatoria Genital (ERIGE) ', no solo eleva el valor predictivo positivo de la detecciéon
de trichomonas, de levaduras, de RIV y de la presencia de células guias, sino que también
aumenta la posibilidad de deteccion de células indicadoras de alteraciones inflamatorias
avanzadas y/o compatibles con estados infecciosos virales o estados proliferativos (ASC-
US, LSIL, HSIL, etc). En una prolija evaluacion de las células, el hallazgo de atipias
colabora en orientar a decisiones tempranas para solicitar estudios confirmatorios'!'. La
frecuencia con que se realizan estudios de contenido vaginal, en relacion a citologias

cervicales, incrementa la posibilidad de la deteccion temprana de lesiones pre-tumorales.
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Métodos anticonceptivos; mecanismos de accion.

. Anticonceptivos orales combinados

Si nos centramos en la fisiologia del ciclo menstrual, al inicio de este se encuentran
elevadas las concentraciones de Hormona Foliculo Estimulante (FSH), siendo bajas las de
etinilestradiol y de progestagenos. Sin embargo, dosis exdgenas de etinilestradiol al inicio
del ciclo menstrual provocarian una fuerte inhibicion en la produccion de FSH, lo que
impediria la diferenciacion y la maduracion del foliculo dominante. La administracion de
etinilestradiol y de los progestdgenos en la primera fase del ciclo inhibe el pico de
estrogenos que tiene lugar a la mitad del ciclo, por lo que el estimulo necesario para que
ocurra el pico de Hormona Luteinizante (LH) que desencadena la ovulacion desaparece
(en sangre, los niveles de estrogenos sintéticos estan por debajo de las concentraciones
necesarias para producir este efecto). Al impedir la ovulacién, no se produce tampoco el
cuerpo liteo ni se segrega progesterona en la segunda mitad del ciclo. Por ende, la
administracion de anticonceptivos combinados inhibe tanto el desarrollo folicular como la
ovulacién y la formacion del cuerpo luteo. Esta inhibicion se ve reflejada en una marcada
reduccion de la secrecion de estradiol ovarico y en la ausencia de la produccion de

progesterona!”’.

Los anticonceptivos orales de altas dosis inicialmente comercializados en la década del 60
contenian altas dosis de estrogenos y progestagenos. Los estrogenos y los gestagenos a
grandes dosis son capaces de inhibir por si solos la ovulacion, y utilizados en conjunto, su
efecto sinérgico permite disminuir la dosis de cada uno!’®. La inhibicién sobre el eje
hipotalamo-hipo6fisis es dosis dependiente; a menores dosis, los niveles basales de
gonadotropinas son mayores'’’. Si se considera a los Anticonceptivos orales combinados
(ACO), que poseen etinilestradiol (EE2) y levonorgestrel (LNG) como progestageno,
puede decirse que ha habido una reduccion de las dosis de ambos compuestos, que pasaron
de 50 ug EE2/250 ug LNG a las dosis actuales de 30 ug EE2/150 ug LNG. Se conserva
una relacion entre ambos de 1:5, que parece ser necesaria para mantener un adecuado
balance en el metabolismo de lipidos y carbohidratos’. Estos anticonceptivos, que
contienen dosis menores de ambos compuestos, son llamados de ‘microdosis’, y contienen

actualmente 20 ug EE2 y 100 ug de LNG'®,
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Los ACO tienen efecto a distintos niveles en el aparato reproductor femenino. Estos

efectos son los buscados segun la finalidad con la que son administrados.

En primer lugar, al ser utilizados como contraceptivos, ademas del efecto antiovulatorio
considerado como el mecanismo principal, se describen mecanismos secundarios, que
consisten en los efectos sobre la migracion espermatica y sobre el endometrio. Estos
mecanismos de accidon secundarios actuarian en la medida que se produjera la ovulacion, es
decir, si fallara la inhibicion de esta ultima como mecanismo principal. El efecto
endometrial que pudiera alterar la capacidad de implantacion del embrion puede
constituirse como mecanismo anti-implantatorio. Este efecto impide la nidacion de un

embriéon en su primera semana del desarrollo'”®

Los estrogenos y la progesterona
sintéticos reemplazan las hormonas ovaricas, cumpliendo las mismas funciones,
principalmente la accion sobre el epitelio vaginal. El estimulo estrogénico incrementa el

espesor del epitelio y el progestacional lo hace madurar, cargandolo de glucégeno'””.

El microambiente, con su microbiota vaginal regulado fundamentalmente por un sistema
hormono-inmunolégico, puede ser protegido o interrumpido por una gran variedad de
factores, entre ellos, los métodos anticonceptivos. Han sido demostrados resultados
indicativos de que la utilizacion de anticonceptivos orales combinados se asocia a una
estabilidad de la microbiota vaginal y a la correccion de la disfuncion vaginal'80-181:182,
Asimismo Vodstrcil ef al., ademds de plantear la influencia protectora de las hormonas
esteroides exdgenas en el ambiente vaginal, demostraron que mas del 50 % de las mujeres
que experimentaban VB recurrente luego del tratamiento con antibidticos de primera linea,
al recibir anticoncepcion hormonal mostraron una mejora significativa en la recurrencia de

esta DV182,

. Dispositivo intrauterino medicado con cobre

Los dispositivos intrauterinos (DIU) se popularizaron para uso anticonceptivo reversible a
partir de los afios sesenta. Los primeros no eran medicados y consistian solo en lo que
ahora se conoce como la estructura del dispositivo intrauterino, que era de plastico. Con los
afios, estos dispositivos se reemplazaron por dispositivos mas efectivos hechos de cobre.
Estos ultimos tienen diferentes formas, aunque la principal distincion entre estos y los de

plastico radica en que los de cobre tienen una estructura definida (en forma de T o de
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herradura) y los otros no. Los dispositivos con estructura permanecen en la cavidad uterina
por medio de los "brazos" horizontales extendidos, mientras que los dispositivos carentes

de estructura se fijan en la pared del fondo uterino'®’.

Los dispositivos intrauterinos de cobre, en general, constan de una estructura central de
plastico, revestida con hilos de dicho metal; existen algunos que tienen una estructura de
plata para retrasar la fragmentacion del cobre y aumentar la vida util. Los primeros
dispositivos que se realizaron contenian cobre tnicamente alrededor del tallo vertical'®.
Fueron los desarrollos posteriores los que llevaron a la incorporacion de cobre adicional y
a que se agregasen mangas también de cobre a los brazos horizontales de los dispositivos
en forma de T, con el proposito de proporcionar una superficie de dicho metal cerca del

fondo vy, asi, mejorar la efectividad'®*.

El principal mecanismo anticonceptivo de los dispositivos intrauterinos de cobre es el de
impedir la fertilizacion al evitar la movilidad del esperma y estimular una reaccion
inflamatoria citotoxica que es espermicida. Ademds, cambia el medio intrauterino al
hacerlo mas hostil para la implantacion. Las tasas de fracasos son mas altas al comienzo de
su uso y parecen estar positivamente correlacionadas con la superficie de cobre en la

cavidad endometrial'®* %5,

En ocasiones, es dificil insertar los DIU, pero las
complicaciones durante la insercion como, por ejemplo, el desgarro cervical o la
perforacién uterina son poco frecuentes!®>. El aumento en el sangrado vaginal o la

prolongacion de éste ha sido descripto como el efecto secundario mas comun'®¢

y podria
estar relacionado con el contenido de cobre del dispositivo intrauterino. Por lo tanto,
aumenta la preocupacion de que esto puede disminuir la tolerancia y el cumplimiento con
dispositivos de alto contenido de cobre. Los dispositivos mas pequefios y con menos
contenido del metal tienen como objetivo minimizar los efectos secundarios y proporcionar
una alternativa para las mujeres con Uteros pequenos; no obstante, es posible que sean

menos efectivos. Otros efectos secundarios informados son dolor abdominal, en especial

durante la menstruacion, y flujo vaginal'®’.

En general, la posible asociacion entre el uso de dispositivos intrauterinos y la enfermedad
pélvica inflamatoria (EPI) ha sido una preocupacion que ha llevado a una disminucion del

uso del dispositivo intrauterino, especialmente en EE. UU'’’. En este sentido, no se
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observaron diferencias significativas entre los numerosos tipos de dispositivos

intrauterinos con estructura de cobre'®’.

La relacion entre disfuncion vaginal y el DIU no es muy clara, y en la bibliografia hay
muchas discordancias. Algunos estudios han mostrado un aumento en el riesgo de
vaginosis bacteriana en usuarias de DIU, mientras que otros estudios no han encontrado

139,188, 189, 190, 191, 192,193,194 Jna posible explicacion para una asociacion

asociacion alguna
entre el uso del DIU y la adquisicion de VB que se sostuvo en los ltimos afios es la de
considerar que ese aumento de bacterias anaerdbicas en la vagina, caracteristica de la VB,
podria responder a la presencia del hilo en la vagina, o de un cuerpo extrafio en el utero, o
bien al aumento de volumen y la duracion del flujo menstrual en los usuarios de DIU de

cobre!?%193,

. Meétodos de barrera: el preservativo masculino

Los métodos de barrera incluyen el condon masculino y los métodos femeninos (condon
femenino, capuchodn cervical, diafragma y espermicidas). En general, el mas utilizado es el
condon masculino, y es el método de barrera considerado en este estudio, cuyo uso se ha
incrementado actualmente por el riesgo a infectarse con el VIH. Su tasa de fracaso en la
poblacion adolescente es de aproximadamente 14%, aunque si se usa correctamente, esta

puede disminuir a 3%'%.

El preservativo masculino, que consiste en una funda delgada que se coloca sobre el glande
y el cuerpo del pene, estd disefiado para prevenir el embarazo al actuar como barrera fisica
contra el deposito de semen en la vagina durante el coito. A principios de los afios noventa,
se desarrollaron los preservativos masculinos sin latex, compuestos por una pelicula de
poliuretano o de elastomero sintético, para proporcionar métodos alternativos masculinos
de barrera a individuos que, debido a alergias, sensibilidad o preferencias, no pudieran
utilizar sistematicamente los preservativos de latex. Los preservativos sin latex se
asociaron con mayores tasas de roturas clinicas en comparacion con los preservativos que
si tiene. La eficacia anticonceptiva de los preservativos sin latex requiere mas

investigacion'®®.

Cuando se combina con cremas o geles espermicidas (que contengan, por ejemplo,

nonoxinol-9), su eficacia anticonceptiva aumenta, pero en la bibliografia se hace referencia
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a estudios de dermatitis vaginales, vulvovaginitis alérgicas e irritativas y estados
inflamatorios asociados al uso de preservativos. Se hace mencion a influencia del latex,
aunque hay mayor acuerdo en asignar causalidad a los espermicidas (nonoxinol- 9)!7.

El hecho de que la mucosa vulvar no esté queratinizada, y de que la humedad en la que se
encuentra inmersa favorezca la penetracion de agentes irritantes y alérgenos, genera

estados tipicos de vaginitis con reaccion inflamatoria vaginal!®® 1%
. Meétodos Naturales: método del ritmo

Los métodos basados en el conocimiento de la fertilidad de la mujer constituyen métodos
anticonceptivos basados en la abstencion del coito vaginal en los momentos fértiles del
ciclo sexual?®.

La OMS define la abstinencia periddica como el método natural con el que se evitan,
voluntariamente, las relaciones sexuales de la pareja durante la fase fértil del ciclo
menstrual, con el fin de evitar un embarazo no deseado. Por ello se los denomina ‘métodos
anticonceptivos basados en el conocimiento de la fertilidad> (MBCF), o ‘métodos
naturales’?’!. Dentro de este grupo se incluyen el método del ritmo, el del moco cervical, el

de la temperatura basal y el sintotérmico.

El método del ritmo fue desarrollado en 1924 por el ginecologo japonés Kyusaku Ogino y
luego fue perfeccionado por el médico austriaco Hermann Knaus en 1928, y constituye el
primer método de planificacion familiar. Consiste en encontrar la cantidad de dias en la
fase infértil pre-ovulatoria. Para esto, se debe registrar durante 6 meses la duracion de los
ciclos menstruales, y luego se debe proceder al calculo matemadtico: como el dia de
ovulacion es el decimocuarto antes del primer dia de menstruacion, se resta 18 al nimero
de dias del ciclo més corto, para encontrar el inicio de la fase infértil, que inicia luego de
que haya ovulado. Por lo tanto, se resta 11 al nimero de dias del ciclo més largo. Ese rango
constituye el periodo fértil, durante el cual no se puede tener relaciones. El método se basa

en no tener relaciones sexuales durante el periodo de ovulacion®®.

Para una mujer cuyo ciclo menstrual se extiende entre 25 y 32 dias, se estima que es
infértil los primeros 7 dias de su ciclo (25 - 18 =7), que es fértil entre los dias 8 y 20, y que

vuelve a ser infértil el dia 21 (32 - 11 = 21). Cuando se trata de evitar el embarazo,


http://es.wikipedia.org/wiki/1924
http://es.wikipedia.org/wiki/Ginec%c3%b3logo
http://es.wikipedia.org/wiki/Jap%c3%b3n
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usandose perfectamente, este método tiene un nivel de efectividad de en torno al 80% (tasa

de error del 20%-25% seglin los estudios) 200201, 202,203

Con respecto a la influencia del método del ritmo, demostraron una tendencia a la
proteccion de la microbiota, que podria estar relacionada con un microambiente vaginal
sometido exclusivamente bajo la influencia hormonal sistémica y con la abstinencia sexual

prolongada, sin exposicion local a modificadores de pH como el semen y leucocitos®’*.

. Meétodos de doble proteccion: anticoncepcion y proteccion de infecciones de

transmision sexual (ITS)

El término ‘doble seguridad’ es una adaptacion informal del término double dutch,
acufiado en Holanda, y que realmente quiere decir doble holandés. Conceptualmente, hace
referencia al doble uso de métodos anticonceptivos (preservativo para el varon y pildora
anticonceptiva para la mujer) como doble proteccion frente a la transmision de una ITS,
por un lado, y de un embarazo no deseado, por otro?*’. Esta es una estrategia con un doble
enfoque preventivo valida para los adolescentes y jovenes, por el alto riesgo de contraer
una ITS. Pueden combinarse, por ejemplo, la pildora o los inyectables con el condon. Otras

combinaciones también son validas>?> 2%,

Programas de Salud sexual y Procreacion Responsable

La salud sexual y reproductiva constituye en nuestros dias una de las principales areas de
intervencién en materia de cooperacion para el desarrollo y la salud de los pueblos, e
inclusive constituye uno de los compromisos internacionales. Desde mediados del siglo
XX, la salud es reconocida como uno de los derechos fundamentales del ser humano y
como condicion clave para una vida digna. Dentro de la Declaracion Universal de los
Derechos humanos (1948) se recoge por primera vez una alusion directa a la salud materna

e infantil (art.25.2)%07-2%,

Posteriormente, luego de varios aflos de trabajo relacionado con la asistencia materna e
infantil, se logré en la Conferencia Internacional sobre Poblacion y Desarrollo de Naciones
Unidas (El Cairo, 1994) afianzar el concepto de salud sexual y reproductiva, y con ¢l se
recogid el componente social de la salud, haciendo énfasis en el ejercicio de los derechos

sexuales y reproductivos®®’.
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El término ‘salud materna e infantil’ fue reemplazado por el concepto de ‘salud sexual y
reproductiva’, y con esto se dejo atras una dependencia de la mujer que la relacionaba
exclusivamente, como madre y cuidadora, a la mortalidad y morbilidad materna. De esta
forma, el concepto de ‘salud reproductiva’ quedd definido, en la actualidad, como “un
estado general de bienestar fisico, mental y social y no de mera ausencia de enfermedad o
dolencia, en todos los aspectos relacionados con el sistema reproductivo, sus funciones y
procesos. Entrana ademads la capacidad de disfrutar de una vida sexual satisfactoria y sin
riesgos, de procrear, y la libertad para decidir hacerlo o no hacerlo, cuando y con qué
frecuencia” (FNUAP 2004). Desde esta vision, el término ‘salud reproductiva’ presenta

una concepcion holistica de la salud en relacion con la sexualidad y con la reproduccion®®.

Entre algunos derechos sexuales y de reproduccion enunciados por los médicos del mundo
en el afio 1999, se destaca el derecho a la informacion y a la educacion sobre la
sexualidad, el poder contar con servicios de atencion primaria y centros sanitarios de
calidad y con medidas de proteccién a la maternidad®'’. Estos derechos deberian ser
impulsados a todos los trabajadores de la salud —en especial entre los pequefios centros
que identifican sus medios y que conocen las condiciones sociales, culturales y econémicas
de la poblacion— a fin de que se lleven a cabo los programas sobre cuidados de la salud
sexual y que, en lo posible, se logré realizar un programa propio que atienda y responda

especificamente a las necesidades y problemas detectados en cada Institucion.

Un elevado porcentaje de mujeres afronta riesgos en su salud sexual y reproductiva, en
particular las mas jovenes padecen riesgos especificos debido a su biologia, a la
discriminacion respecto al acceso a la informacion y a los servicios y a los limites que la
sociedad le impone a su comportamiento. Como resultado, esta porcion de la poblacion
resulta mas vulnerable a tres condiciones que representan una amenaza: embarazo no
deseado, aborto en condiciones de riesgo e infecciones de su tracto genital que pueden
asociarse a complicaciones ginecologicas, como infertilidad, y hasta pueden desencadenar

la muerte.

A nivel mundial, un tercio de las 358.000 muertes maternas anuales son atribuibles a los
embarazos no deseados, que en su mayoria se producen en paises de bajos y medianos
recursos®'!. La mejora en el acceso a los servicios de planificacién familiar se traduciria en

reducciones marcadas de los embarazos no deseados y de abortos inseguros, y una
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212 Asimismo, a los riesgos sustanciales de

disminucion de muertes maternas y neonatales
. . 213 .

muerte por causa de complicaciones durante el embarazo”'®, se suma el mayor riesgo de

adquisicién de VIH y de otras infecciones de transmisiéon sexual®'* 2!°. La provision de

anticoncepcion segura y efectiva ha sido incorporada por la Organizacion Mundial de la

Salud como una estrategia primaria para la prevencion de embarazos no deseados, abortos,

infecciones pediatricas y muertes>!6,
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El microambiente vaginal, regulado fundamentalmente por un sistema hormono-
inmunolégico, puede ser protegido o interrumpido por una gran variedad de factores, entre
ellos, los métodos anticonceptivos. Principalmente el estrégeno ovarico reemplazado por el
estrogeno exogeno de los anticonceptivos hormonales podrian garantizar glucogeno en las
células intermedias del epitelio vaginal, una buena concentracion de lactobacilos, una
adecuada produccion de acido lactico y un pH fisioldgico normal, que permitiria un estado
vaginal basico normal. En el método del ritmo, que esta bajo la influencia del estrégeno
ovarico, y en ausencia de otros factores, se mantendrian las condiciones fisiologicas
normales. Sin modificacion sistémica, los dispositivos intrauterinos liberadores de cobre e
inhibidores de la fecundacion como cuerpo extrafio podrian generar cambios celulares y
bioquimicos, mientras que los preservativos de latex con lubricantes o espermicidas
podrian actuar sobre ese epitelio vaginal no queratinizado, alterando su equilibrio y, en

consecuencia, podrian impactar en la alteracion de la microbiota vaginal normal.

De esta forma, se espera que los resultados obtenidos puedan aportar datos importantes,
especialmente referidos a la influencia de los distintos métodos anticonceptivos sobre los
estados de disfuncion vaginal, y en particular a las infecciones del tracto genital inferior
que contribuirdn a su estudio, y que, en definitiva, podrian optimizar la atencién primaria

de la mujer en edad fértil a los efectos de mejorar su calidad de vida.
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Objetivo general

Evaluar la influencia sobre la microbiota vaginal de los métodos anticonceptivos utilizados
por mujeres provenientes de una comunidad socialmente uniforme, con similares perfiles
educativos y econdmicos, y que asisten a los controles de planificacion familiar en centros

de atencion primaria de la salud.

Objetivos especificos

> Aportar datos epidemioldgicos locales para optimizar la atencion institucional.

> Evaluar la asociacion de los estados vaginales basicos con los diferentes métodos
anticonceptivos

> Definir estados normales y patologicos e identificar con un alto valor predictivo

mujeres en riesgo gineco-obstétrico segun el método anticonceptivo.

> Relacionar el método anticonceptivo con agentes microbianos especificos de

vulvovaginitis, tales como levaduras y Trichomonas vaginalis

> Caracterizar en forma fenotipica y genotipica las especies de lactobacilos

relacionadas a la microbiota normal en las pacientes en anticoncepcion

> Relacionar la microbiota vaginal y los factores de riesgo para el cancer cervico-
uterino con el resultado de citologias alteradas en mujeres que consintieron el estudio de

PAP
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v Descripcion del Ambito de estudio

Mujeres de 14 y 45 anos atendidas en centros de salud publicos y privados de dos
localidades del interior de la Provincia de Santa Fe, que concurrieron a los controles de
Planificacion familiar al inicio, 3 y 6 meses posteriores a la utilizacion del método
anticonceptivo en forma ininterrumpida, de quienes se obtuvieron muestras de contenido
vaginal. Cada paciente tuvo su respectiva historia clinica donde se documentaron datos

relacionados con aspectos clinicos actuales y antecedentes epidemiologicos.

e Tipo de estudio y diseiio

Prospectivo consecutivo, experimental, longitudinal, de prevalencia y de caracter
descriptivo. Se evalud la proporcion de mujeres con disfuncion vaginal atendidas en
centros de salud publico y privado en relacion a los diferentes métodos anticonceptivos

utilizados.

e Universo o poblacion objetivo

Tamaiio de la muestra: Incluyd a mujeres comprendidas entre 14 y 45 afios que
concurrieron al servicio de atencion médica de la comunidad, ya sean usuarias de los
servicios publicos o de los privados. En la localidad de Sa Pereira (1800 habitantes), 250
mujeres corresponden a ese intervalo de edad y en la localidad de Mariano Saavedra (550

habitantes), corresponden 120 mujeres que concurren al Servicio.

Criterio de inclusion:

o Mujeres de 14 a 45 afios, habitantes de las localidades incluidas en el estudio y

usuarias tanto del servicio publico como del privado

o Sexualmente activas

o Que aceptaron el examen ginecologico y la toma de muestra para los analisis de
laboratorio

o Que respondieron el 100% del cuestionario individual

Criterio de exclusion:
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Los criterios de exclusion se aplicaron tanto para el estudio inicial, como para los controles

a los tres y seis meses posteriores.

o Mujeres no radicadas en las poblaciones incluidas

¢ Mujeres embarazadas

¢ Poblacion migrante

o Mujeres que no aceptaron el total de las condiciones del estudio

o Mujeres con algun grado de discapacidad mental que les impidi6 dar su
consentimiento

o Mujeres que estaban bajo tratamiento en el momento del estudio o en los tltimos

seis meses, tanto local como sistémico, con antibioticos, antimicoOticos, corticoides,
antiparasitarios o inmunosupresores; excepto para las mujeres sintomdaticas que requirieron

tratamiento por detectarse una infeccion vaginal.

Poblacion accesible. Muestra. Seleccion y tamafio de la muestra. Analisis de sesgos.

Considerando las dos poblaciones de mujeres que cumplieron con el requisito de la edad,
el criterio aplicado para seleccionar la muestra fue el volumen de demanda de los centros
de salud incluidos en el estudio. El muestreo se elabord considerando el promedio de
mujeres que concurrieron a los centros de salud. Como los criterios de inclusion
restringieron el tamafio del universo, la determinacion del tipo de muestra (probabilistica o
no probabilistica) dependié de la cantidad de personas posibles que fueron evaluadas en el
tiempo establecido. Se alcanz6 62,4 % y 20% del total de la poblaciéon femenina de 14 a 45
afnos concurrentes a los Servicios de atencion de la localidad de Sa Pereira y de San
Mariano respectivamente. Cabe sefialar que los porcentajes descriptos no consideran las

mujeres que reiniciaron método anticonceptivo después de 6 meses de suspension.

v" Procedimientos para garantizar los aspectos éticos

Consideraciones generales de ética de la investigacion

Se tomaron medidas estrictas para mantener la confidencialidad y la privacidad de cada
participante en todas las etapas del estudio. Para eso se asumio el compromiso de no dar
ninguna informacién que permita identificar a las participantes. Solo se incluyeron aquellas

mujeres que firmaron el consentimiento después de haber sido informadas de todas las
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etapas y caracteristicas del estudio, y conservaron el derecho a interrumpir su participacion
sin perjudicar su relacién con la institucion. Se efectud el protocolo de acuerdo con las
normas éticas establecidas, que contd con el aval del Comité de Bioética del Hospital de

Clinicas (Ciudad Autéonoma de Buenos Aires).

El consentimiento informado se implementd en la aplicacion del cuestionario y del examen
ginecologico. El formulario incluyd a) significado de la participacion en el estudio; b)
confidencialidad; c) derecho a rehusar la participacién sin perjudicar su relacién con la
institucion o con individuos relacionados con la investigacion; d) derecho a rehusar
contestar preguntas especificas durante la entrevista; f) derecho a interrumpir su

participacion en cualquier momento.

Para garantizar la confidencialidad y el anonimato se siguieron estrictamente los siguientes
procedimientos: cada participante tenia un cddigo que vinculaba su cuestionario con la
muestra correspondiente enviada al laboratorio y, por lo tanto, los resultados no se

conocian durante el trabajo de campo.
v' Selecciéon de técnica e instrumento de recoleccién de datos
Fuentes primarias y secundarias. Prueba piloto del instrumento.

Se utilizaron datos primarios que se obtuvieron del cuestionario individual cumplimentado

en el momento de la entrevista del personal capacitado con la participante.
Cuestionario individual

El cuestionario incluyd preguntas que debian responder segin las opciones indicadas y
fueron extraidas y adaptadas de la encuesta demografica de salud (ENDESA 2001.
“Encuesta Nicaragiiense de demografia y salud”) ?'”. Se realizé6 un prueba piloto con 20
entrevistas para evaluar la validez y la profundidad de las preguntas, y se seleccionaron
aquellas que eran comprendidas y que respondian al lenguaje de la poblacion en estudio.
Para un andlisis mas satisfactorio, dentro de las 20 mujeres incluidas se consideraron las
edades y se tomaron segun el siguiente detalle: 8 de 14 a 25 afos, 6 de 25 a 35 afios y 6 de

35 a 40 anos.

v Contenido vaginal
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Toma de la muestra del contenido vaginal

Posterior a la lectura de las caracteristicas del estudio, la aceptacion con la firma del
consentimiento informado y el cuestionario cumplimentado, se procedié a la toma de
muestra de contenido vaginal de fondo de saco posterior con hisopo. Se realiz6 un estudio
basal al iniciar el método anticonceptivo y luego de dos controles a los tres y seis meses de
su utilizacién ininterrumpida, cumpliendo estrictamente la metodologia BACOVA!!3. La

muestra fue obtenida entre los dias 10 y 20 del ciclo menstrual.

Se utilizaron hisopos estériles para garantizar la bioseguridad a la paciente. Fue
fundamental la estandarizacion del tipo de hisopo a usar, de forma de asegurar uniformidad
para todos los estudios, asi como mantener la misma cantidad y moldeado del algodon

hidroéfilo utilizado.

Para el estudio morfologico (examen en fresco y coloraciones) se utilizaron dos hisopos
con mango de madera y torunda de algodon (Classiq Swabs by COPAN) y un hisopo con
medio de transporte Stuart para cultivo (Sterile transport Swab COPAN).

Procedimiento:

o En cada oportunidad se indico a las voluntarias como ubicarse en posicion
ginecologica, y una vez introducido correctamente el espéculo (sin lubricante), con
suficiente iluminacién, se localizd la posicion del cuello de tutero y se verifico la
posibilidad de acceso directo al espacio virtual existente por debajo del mismo o también
denominado fondo de saco vaginal. Se procedi6 a introducir un primer hisopo y a tomar,
con movimientos rotatorios, sin presionar sobre las mucosas vaginales, material de la
secrecion acumulada en ese sitio. Se evitd tocar las paredes del espéculo o de la region
externa vaginal al retirar el hisopo. Se repitio el procedimiento con un segundo hisopo.

o) En condiciones de escaso volumen liquido, acumulado en el fondo de saco, se evitd
el raspado de la mucosa vaginal.

¢ Una vez tomada la primera y segunda muestra, los hisopos se introdujeron, uno en
el tubo seco (material destinado a extendidos para coloraciones) y el segundo en el tubo
con 0,5 ml de solucion fisioldgica para examen en fresco.

¢ Se realizé una tercera toma de fondo de saco y se introdujo en el tubo que contiene

medio de transporte Stuart para realizar los cultivos.
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Estudio del contenido vaginal
Examen en fresco

Se trabajo con el hisopo transportado en el tubo con 0.5 ml de solucidn fisiologica estéril,
que se homogeneiz6 manualmente, tratando de transferir la mayor cantidad de material a la
fase liquida. Se colocaron gotas de la suspension entre el porta y el cubreobjetos para la

observacidn en fresco.

Esta etapa requirid6 el mayor esfuerzo operativo para que la preparacion y la lectura
microscopica se realizaran lo antes posible para aumentar la sensibilidad del diagndstico de
trichomonas (TV), de bacterias moviles, y para asegurar estabilidad de la morfologia

celular.
Coloracion de Gram

Utilizando el hisopo sin agregado de solucion fisioloégica, se hicieron extendidos en
portaobjetos desengrasados, limpios y secos, generando una capa fina. Se fijo por calor y

se procedio6 a la tincion de Gram.
Coloracion de Giemsa

Se utilizé el mismo hisopo usado para la coloracion de Gram. El extendido requirié un
proceso de fijacion distinto y critico. Se procur6 realizar los extendidos en forma inmediata
a la recepcion de la muestra, en forma simultanea a la preparacion del material para el

examen en fresco.

La realizacion de las tinciones (post fijacion) permitido un espacio de tiempo en el que se

pudo completar la lectura del preparado en fresco.
Estudio morfologico del contenido vaginal

Aplicando estrictamente la metodologia BACOVA, '3 ¢ integrando el estudio morfologico
del contenido vaginal (CV) en fresco y en extendidos tefiidos con la coloracion de Gram y
Giemsa, se calculo el valor numérico de la microbiota vaginal (VN) y se evalud la reaccion

inflamatoria vaginal (RIV).
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e Cdlculo del valor numérico

Aplicando el criterio de Nugent, el VN expresado de 0 a 10 fue calculado de acuerdo a la
proporcion de morfotipos bacterianos habituales del contenido vaginal en un extendido
coloreado con Gram: 0 a 3, microbiota normal (prevalencia de lactobacilos); 4 a 6,
microbiota intermedia (disminucién de lactobacilos - aumento de la microbiota habitual
principalmente anaerobia) y 7 a 10, microbiota alterada (disminucion significativa o

ausencia de lactobacilos, con franco relativo dominio de bacterias anaerobias) (Tabla 2).

o Correccion del VN por la adicion de dos puntos en caso de la deteccion de células

guia para EVB IV (vaginosis bacteriana)

La deteccion de células guia en cualquiera de los extendidos, independientemente de su
namero, significod la correccion del valor numérico basico de Nugent, sumando dos puntos
cuando este se ubico entre 0 a 6. Valores numéricos de 7 o mas fueron considerados, de
hecho, indicadores de franca alteracion de la microbiota vaginal y no requirieron

correccion.

Tabla 2: Interpretacion de la coloracion de Gram del contenido vaginal segun el criterio de

Nugent

MORFOTIPOS EN LA COLORACION DE Valor numérico (N° de elementos/campo)

GRAM

0 1 2 3 4

Bacilos rectos Gram Positivos compatibles con
>30 5-30 1-4 <1 0

Lactobacillus spp
Cocobacilos Gram-variables tipo anaerobio
; 0 <1 1-4 5-30 >30
compatibles con Gardnerella vaginalis

Bacilos Gram-variables curvos compatibles con

0 1-4 5->30 - -

Mobiluncus spp.

e Reaccion inflamatoria vaginal
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La RIV se informé en funcion del nimero de leucocitos presente en el contenido vaginal,
medido en forma simultdnea con el VN en la coloracion de Gram y confirmado con la
coloracién de Giemsa. Se expresd en forma numérica unica calculando el promedio del
numero de leucocitos dentro de 10 campos microscopicos no adyacentes. Se considero el

valor de corte de 5 leucocitos por campo (utilizando 1000X de aumento microscopico).

e Definicion de estados vaginales basicos (EVBs)

Al integrar el valor numérico de Nugent (VN) y la reaccion inflamatoria vaginal (RIV), se
definieron cinco EVBs (Tabla 3): I) microbiota normal (MN), II) microbiota normal con
RIV (MN+RIV), IIT) microbiota intermedia (MI) con alteracion incipiente y sin RIV, 1V)
vaginosis bacteriana (VB) —microbiota significativamente alterada sin RIV—, y V)
vaginitis microbiana inespecifica (VMI) —microbiota alterada con RIV significativa, La

presencia de levaduras y TV se incorporé al analisis.

Tabla 3: Estados vaginales bdsicos en mujeres en edad fértil, segun metodologia BACOVA

EVB EN MUJERES EN EDAD FERTIL: VN RIV
I Microbiota Normal
o ) 0a3 NO
Predominio de lactobacilos
II Microbiota Normal + RIV
. . . . . . . O a 3 SI
Predominio de Lactobacilos, pero reaccion inflamatoria vaginal presente
IIT Microbiota Intermedia
g . . . . 4 a 6 NO
Equilibrio de lactobacilos y bacterias anaerdbicas
IV Vaginosis bacteriana
7al0 NO
Predominio de bacterias anaerobicas
V Vaginitis microbiana inespecifica
Alteracion de la relacion de lactobacilos y anaerdbicos con reaccion 4al0 SI

inflamatoria

VN: valor numérico — RIV reaccion inflamatoria vaginal
Criterios agregados

La deteccion de levaduras y/o trichomonas, y la presencia significativa de morfotipos

bacterianos extrafios de importancia predictiva, se expres6 en forma cualitativa.
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Se realiz6 un prolijo examen para la deteccion de anomalias celulares en el CV que fue
comparado con resultados de la citologia exfoliativa realizada por el Laboratorio de
Procesamiento de Papanicolau “Dr. Daniel Rocco” Ministerio de Salud Provincia de Santa

Fe.
Cultivo de los contenidos vaginales
Los cultivos se realizaron en:

e Medios enriquecidos con hemo (hemina, hemoglobina o sangre) al 5% y la
atmosfera enriquecida en 5 % de CO2 con incubacion de 48 h. para el aislamiento
de lactobacilos en microbiotas normales %218,

e Medio Tioglicolato modificado para incrementar la sensibilidad en la deteccion de
Trichomonas vaginalis con incubacion 7 dias a 37°c en atmoésfera de 5% de COo.
Se examino por observacion microscopica diaria en busca de parasitos moviles 2°.

e Medio cromogénico para aislamiento y diferenciacion presuntiva de las especies
prevalentes de Candida (CHROMagar Microbiology Paris France). Después de 48
h. de incubacion (30 — 37 °c) se procedid a la lectura de las placas. El medio
CHROMagar Candida descrito por Odds. y Barnaerts en 1994, garantiza un 99%
de sensibilidad y especificidad en la identificacion y diferenciacion del complejo de
C. albicans (colonias verdes), C. tropicalis (colonias color azul metélico), C.
krusei (colonias color rosa vellosa) y otras especies (colonias color blanco o
crema) *2°. Se incorpord al estudio los siguientes ensayos: produccién de tubo

germinativo y produccién de clamidosporas en agar leche??!.

Conservacion de cepas

Las cepas aisladas se subcultivaron en caldo o agar Mann Rogosa Sharp (MRS, Britania) a
37°C durante 24-48 horas y para el crecimiento en agar se emplearon bolsas con
generadores de atmoésfera de CO2 de un 10 % (GENbag — Laboratorio BIOMERIEUX).
Como medio de conservacion a corto plazo se utilizd6 medio agar y caldo MRS a 4-8°C con
pases mensualmente. Para la conservacion a largo plazo, se utilizdo la

linea CryoBank (Laboratorio COPAN) congelada a — 20°C.

Identificacion fenotipica por pruebas bioquimicas de los aislamientos de lactobacilos
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Se aislaron los lactobacilos provenientes de los contenidos vaginales, obtenidos en los
controles (3 y 6 meses) con EVB I o II de microbiota normal. Una vez purificados los
aislados correspondientes a bacilos no esporulados, Gram positivos y catalasa negativos
fueron caracterizados como género Lactobacillus dentro del grupo de bacterias acido
lacticas (BAL) a través de las siguientes pruebas bioquimicas: morfologia, produccion de
CO; a partir de glucosa, crecimiento en el medio Man, Rogosa y Scharpe (MRS) a 10 y
45°C, y tolerencia a 6,5 y 18% de CINa. 221222,

o C(lasificacion segun fermentacion de azucar de forma homo- ¢ heterofermentativa

Para evidenciar presencia o ausencia de las enzimas fructosa -1,6- difosfato aldolasa y
fosfocetolasa y subclasificar los lactobacilos como homofermentativos obligados (HOO),
heterofermentativos facultativos (HF) o heterofermentativos obligados (HO) se siguieron

las siguientes caracteristicas®*!"*2;

Grupo I (HOO) (esta presente la enzima fructosa-1,6- difosfato aldolasa): no fermentan

pentosas, no producen CO; a partir de glucosa ni gluconato.

Grupo II (HF) (estan presentes ambas enzimas, la fructosa-1,6- difosfato aldolasa y
fosfocetolasa): fermentan pentosas, no producen CO: a partir de glucosa, pero si lo hacen a

partir del gluconato.

Grupo III (HO) (esta presente la enzima fosfocetolasa y ausente la fructosa-1,6-

difosfato): no fermentan “pentosas, y producen CO» a partir de glucosa y gluconato.
. Identificacion de especie. Capacidad fermentativa de fuentes de carbono

Se realizo el crecimiento de un cultivo fresco de 18 horas de cada cepa en caldo MRS, sin
extracto de carne, y con los siguientes carbohidratos al 1%: arabinosa, cellobiosa, fructosa,
galactosa, glucosa, lactosa, maltosa, manosa, melobiosa, rafinosa, ramnosa, ribosa, sucrosa
y trehalosa, y se adiciond el indicador Rojo fenol al 0,004%. Todos fueron incubados a 37°
C durante 48 horas en microanaerobiosis y posteriormente se efectud la lectura de los
resultados en la que se observo la reaccion positiva por el cambio de color de rojo a

amarillo??!%22,
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Identificacion fenotipica de los aislamientos de lactobacilos por metodologia

automatizada (MALDI-TOF)

La diversidad bioquimica intraespecifica de los lactobacilos vaginales y en especial las
especies estrechamente relacionadas dentro del complejo de L. acidophilus los caracteriza
como bacterias dificiles de diferenciar por métodos fenotipicos basados tinicamente en la
capacidad fermentativa de fuentes de carbono. Por lo tanto las cepas se enviaron desde
Santa Fe al Hospital de Clinicas (CABA) para completar y confirmar las identificaciones
con metodologia centrada en el perfil de proteinas mediante espectrometria de masa
MALDI-TOF (Bruker BD Matrix assisted laser desorption ionization time of slight),
utilizando una base de datos conteniendo mas de 90 especies de lactobacilos. Se consider6
un resultado confiable en las identificaciones de género y especie cuando al menos se

obtuvieron los 2 mejores score (> 1,70) midiendo la misma especie*?®
Identificacion genotipica de Lactobacilos
Microorganismos y condiciones de cultivo.

Las bacterias lacticas reaisladas y sembradas en la superficie de MRS-agar, e incubadas
durante 48 hs a 37°C fueron enviadas desde Santa Fe al Centro de Referencia de
lactobacilos (CERELA) San Miguel de Tucumén, y conservadas a 2-8°C hasta su
procesamiento. Colonias aisladas se observaron macroscopicamente y se registraron sus
caracteristicas morfologicas. Luego se subcultivaron en MRS-caldo y se incubaron a 37°C,

24 hs, en condiciones de micro-aerofilia.

Las bacterias lacticas caracterizadas como bacilos Gram positivos, catalasa negativa,
fueron conservadas en LEL (Leche extracto de levadura) adicionada de crioprotector
(glicerol) a -20°C. Las bacterias se conservan luego de dos lavados con solucion fisiologica
estéril (por centrifugacion a 5000 rpm durante die minutos), y el pellet se resuspende en

1.5 ml de LEL + glicerol 2%.

Extraccion de ADN cromosomico de bacterias ldacticas (Pospiech y Neumann

modificada. 1995)
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Las células de un cultivo (5 ml) crecido durante 16 h a 37°C fueron centrifugadas
durante 10 min a 10.000 rpm, lavadas con 500 pl de buffer Tris-EDTA (TE) vy;
resuspendidas en 850 pl de solucion de lisozima (10 mg/ml buffer SET). Luego de
incubarlas 2 h a 37 °C, se les adicion6 85 ul de SDS 10% y 20 ul de proteinasa K (20
mg/mL) y se incubdé nuevamente por 2 h a 55 °C (mezclando periodicamente por
inversion). Luego se agreg6 335 ul de NaCl 5 M y 1,3 ml de cloroformo:alcohol isoamilico
(24:1) y se incubo por 30 min a temperatura ambiente, mezclando el tubo frecuentemente
por inversion. Se centrifugd por 10 min a 12.000 rpm y la fase acuosa (fase superior) se
transfirid a otro tubo de centrifuga. Se precipitd el ADN con 1 volumen de alcohol
isopropilico y se lo recuperd por centrifugacion durante 3 min a 12.000 rpm. Se lavé el
precipitado con 500 pl de etanol 70%, se centrifugd 3 min a 12.000 rpm y se descartd el
sobrenadante. El alcohol residual se dejé evaporar y se resuspendi6é el ADN en un volumen

de 100-500 ul de buffer TE o H>O mili-Q esterilizada 224223-226-227
Rep-PCR genomic fingerprinting

La mezcla de reaccion para realizar las reacciones de PCR fue la siguiente:

Mezcla de trabajo para una reaccion PCR

Mezcla de Trabajo Concentracion final
HO

dNTPs (5 mM) 0,5 mMc/u

MgCl> (25 mM) 5 mM

ADN 1-10 ng/ ul
Cebador (10 uM) 1uM

Buffer (5 X) 1X

Taq (o Pfu) DNA 20U

Polimerasa

V=20 puL

Ciclo de Amplificacion con el cebador GTGx5 (Gevers y col, 2001) #**
94°C 5’

94°C1” | _______
40°CT ' 30 ciclos E
65°C8 | ~~""TTTmmmmom-

65°C 10°
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La region variable del gen que codifica el ARN ribosomal 16S, se amplifico
empleando los primers MLB y PLB, generando un fragmento de amplificaciéon de 500pb
(Kullen y col, 2000)*?°. Las reacciones de amplificacion se efectuaron en un termociclador
Biorad MyCyclerTM. Por cada 50ul de reaccion se incluyeron dNTP 0,2 Mm (Promega),
1Um de cada cebador, 1X de buffer para PCR (INBIO HIGHWAY S.A.) MgCl, 3Mm
(INBIO HIGHWAY S.A.), ADN 1-10 ng/pul, 5 U de Taq polimerasa (INBIO HIGHWAY
S.A)) y agua miliQ. Las condiciones de amplificacion fueron las siguientes:
desnaturalizacion inicial 4 min a 94°C, 30 ciclos de 45 s a 94°C de desnaturalizacion, 45 s a
55 °C de pegado o annealing, 45 s a 72°C de elongacion y 7 min de 72°C de extension

final.

Condiciones de electroforesis en geles de agarosa (1,5%): 80V 105 min. Las bandas de
los amplicones se detectaron mediante el uso del colorante fluorescente GelRed™
(Biotium Inc.; Hayward, CA, Estados Unidos) (dilucién 1/10.000)?24225-226.227

Para la identificacion de especies, las secuencias de ADNr 16S se compararon
considerando un porcentaje de identidad superior al 98%. Las alineaciones de la secuencia
del gen ARNr se realizaron usando el método de alineamiento de secuencia multiple y las
consultas de identificacion se cumplieron mediante una bisqueda BLAST en GenBank

(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/GenBank/).

v Estudio de las citologias cervicales: relacion con contenidos vaginales y factores de

riesgo

En las pacientes que consintieron el estudio cito-oncolégico de Papanicolau, ademas de
la muestra de contenido vaginal se agreg6 un extendido con muestra proveniente de
cepillado de endocérvix y zona de transformacion. Este material se derivo al Laboratorio
de Procesamiento de Papanicolau “Dr. Daniel Rocco” de la ciudad de Santa Fe. Los
resultados de la citologia fueron clasificaron segiin Bethesda en: ASCUS (células
escamosas atipicas de significado incierto), ASC-H (células escamosas atipicas que no
pueden excluirse de una anormalidad intraepitelial escamosa de alto grado), AGC “células
glandulares atipicas”, AIS “adenocarcinoma endocervical in situ”, L-SIL “lesion escamosa
intraepitelial de bajo grado (CIN 1)”, H-SIL “lesién escamosa intraepitelial de alto grado

(CIN 2 y CIN 3)” y SCC “carcinoma escamoso (in situ o invasivo)”. Los resultados de la
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citologia se relacionaron con los resultados de contenido vaginal y con los siguientes
factores de riesgo reconocidos de cancer de cuello de utero: antecedentes de Infecciones de
Transmision Sexual (ITS), antecedentes obstétricos (partos y abortos), parto en la

adolescencia, habito de fumar y susceptibilidad genética.
v' Métodos anticonceptivos

Se incluyeron en el estudio los siguientes métodos anticonceptivos, utilizados sin
interrupcion durante seis meses y provistos por el Programa Nacional de Salud Sexual y
Procreacion Responsable (Ministerio de Salud de la Nacion y segun Guia Préctica para
profesionales??®. Todas las pacientes utilizaron durante seis meses el mismo tipo de

anticonceptivo.

e Anticonceptivos orales combinados (ACO): monofasico con una concentracion de 100
microgramos de levonorgestrel y 30 microgramos de etinilestradiol por 21 comprimidos.
Las usuarias debian tomar uno por dia, siempre en el mismo horario y desde el dia uno del
ciclo. Después descansaban 7 dias, y reiniciaban el tratamiento con un nuevo envase en el
octavo dia, aunque atun durase el sangrado.

e Anticonceptivos hormonales combinados de aplicacion inyectable (ACI): combinacion
de 5 mg de valerato de estradiol y 50 miligramos de enantato de noretisterona. Las usuarias
debian inyectarse mensualmente entre el séptimo y décimo dia del ciclo.

e Dispositivo intrauterino medicado con cobre (Cu): las mujeres que optaron por este
método podian colocarse el DIU T Cu 380 en cualquier momento si existia una razonable
certeza de que no estaba embarazada. Si bien se puede insertar en cualquier momento del
ciclo, estd recomendado hacerlo durante el sangrado menstrual. Es requisito indispensable
un examen previo de la vagina y su contenido.

¢ Preservativo masculino: de latex, clasicos, lisos y lubricados. Las mujeres que
concurrian al centro de salud para retirar este método de barrera, de eleccion muy frecuente
en parejas estables, recibia varias unidades y se reforzaban en cada consulta las
recomendaciones del uso adecuado. Las voluntarias que aceptaron participar en el estudio
se comprometian al uso constante durante los seis meses.

e Método del ritmo (RIT): las participantes que seleccionaron los métodos basados en el
conocimiento de la fertilidad, recibieron toda la informacion sobre el método de ritmo. En

la mayoria de los casos, concurri6 la pareja y ambos fueron invitados para participar en el
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estudio cuando mostraron conviccién y voluntad de abstenerse del coito vaginal durante
los dias fértiles.

e Doble proteccion, anticoncepcion/barrera (ACO+PRE): este método fue recomendado a
mujeres que manifestaban actividad sexual frecuente y sin pareja estable, en nuestro caso
se trataba principalmente de adolescentes. Las que aceptaron participar del estudio se

comprometieron a utilizar doble método durante los seis meses.

v" Analisis de los resultados

o Para analizar los datos epidemioldgicos obtenidos y caracterizar la poblacion en
estudio, se procedi6 a dividirla en tres grupos segun se detalla a continuacion: a) mujeres
con pareja estable, b) mujeres con parejas ocasionales y c¢) mujeres sin pareja en la
actualidad y en los ultimos 6 meses.

o Para la clasificacion de sintomaticas y asintomaticas: se consideraron sintomaticas
las que manifestaron tres signos y/o sintomas.

o Considerando resultados del estudio de base (1° examen del CV) se procedid a
evaluar la prevalencia de estados vaginales basicos (combinacion del VN con el estado de
RIV) y deteccion de levaduras y trichomonas, en la poblacion integral estudiada.

o El algoritmo diagnoéstico priorizo el EVB que se detectod en cada caso. Se analizaron
las frecuencias relativas de EVBs en funcion del método anticonceptivo utilizado después
de 3 y 6 meses.

@ Se realizo distribucion de frecuencias para variables cualitativas y cuantitativas. Se
utilizé el programa EPI-INFO 6, version 6.04, para el andlisis de la influencia de los
métodos contraceptivos sobre los estados vaginales basicos, utilizando la prueba de Chi-
cuadrado, célculo de Odds ratio y se aplico la prueba de Fisher cuando las frecuencias lo
requirieron. El nivel de significacion adoptado fue de 5%

o Las frecuencias relativas de levaduras y TV asociadas a cada uno de los EVBs,
también fue analizada en funcién de los métodos anticonceptivos.

¢ Los cambios de la MV del estudio basal y de los controles posteriores se evaluaron
mediante la prueba de comparacion de McNemar para cada método anticonceptivo.

o) Las frecuencias relativas de levaduras y TV, asociadas a cada uno de los EVBs,

también fueron analizada en funcion de los métodos anticonceptivos.
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¢ Las diferentes especies de lactobacilos de contenidos vaginales con microbiota
normal fue relacionada con los diferentes métodos anticonceptivos utilizando la prueba de
Chi-cuadrado y calculo de Odds ratio como medida de asociacion. y se aplico la prueba de
Fisher cuando las frecuencias lo requirieron. El nivel de significaciéon adoptado fue de 5%
(p<0,05).

o El indice de kappa se aplicé en la evaluacion de la comparacion entre los métodos
de identificacion de lactobacilos. Clasifica de la siguiente manera: excelente (1,00 a 0,80),
buena (0,79-0,60), moderada (0,59-0,40), justo (0,39-0,20), pobre (0,19 hasta 0,00) o en
total desacuerdo (<0,00).

o Se relacion6 resultados de citologia (PAP) con los estados vaginales basicos y los
siguientes factores de riesgo seleccionados: 1) antecedentes de infecciones de Transmision
Sexual, 2) antecedentes obstétricos (partos y abortos), 3) parto en la adolescencia (mujer
con un parto antes de los 20 afios), 4) habito de fumar (mujer que fumara 5 o mas
cigarrillos diarios) y susceptibilidad genética (mujeres con el antecedente de familiares de

primera o segunda linea con diagndstico de cancer cervico-uterino).
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» Caracteristicas de la poblacion en estudio

Se incluyeron en el estudio 215 mujeres, correspondientes 187 a la localidad de Sa Pereira

y 28 a la localidad de San Mariano de la Provincia de Santa Fe.

Se registraron 11/215 (5,1 %) mujeres que ingresaron y se retiraron del estudio, quienes no
concurrieron al control de los tres meses ni al de los 6 meses, por los motivos detallados a
continuacion: 3/215 (1,4%) por traslados a otras localidades, 3/215 (1,4%) por
complicaciones de salud que requirieron derivacion a Centros de mayor complejidad ,
1/215 (0,5%) por embarazo y 4/215 (1,8%) que manifestaron haber aceptado efectuarse la

lisis tubarica.

Asimismo, en el transcurso de tres afios y medio, reingresaron al estudio después de seis
meses sin anticoncepcion, un total de 40 mujeres (16,3%); correspondientes 6/40 (15,0 %)

y 34/40 (85,0 %) a las localidades de San Mariano y Sa Pereira respectivamente.

Con respecto a la concurrencia a los controles cabe mencionar que 187/215 (86,9%)
asistieron al primer control a los tres meses y 178/215 (82,8 %) al segundo control a los

seis meses de iniciado el método anticonceptivo.

Se  utilizaron  datos primarios, que se recavaron del cuestionario individual
cumplimentado en el momento de la entrevista por parte del personal capacitado. En la
Tabla 4 se muestran las caracteristicas de la poblacion en estudio, clasificada en tres
grupos: 1) pareja estable (edad promedio de 32,1 afos), 2) parejas ocasionales (edad
promedio de 25,2 afos) y grupo 3) sin pareja en los ultimos seis meses (edad promedio de

26 afios).

La edad promedio de inicio en la actividad sexual fue 16,1 afios en el Grupo 1, 15,5 afios
en el Grupo 2 y 19 afos en el Grupo 3. Las participantes del grupo 1 y grupo 2 refieron un
promedio de dos encuentros sexuales semanales. En relacion al primer embarazo, la edad

promedio fue 19,6 afios en el Grupo 1y 16,2 afos en el Grupo 2.

Cabe senalar que en este analisis no fueron incluidas las pacientes que reingresaron al

estudio.
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Caracteristicas y antecedentes de las
participantes ingresantes en el estudio

GRUPO 1

(pareja estable)

GRUPO 2

(parejas ocasionales)

GRUPO 3
(sin pareja en los
ultimos 6 meses)

Dl V£ n (%) n (%) n (%)

Distribucion

| 142@1,1) |  3117,7) 2 (1,2)
Estado conyugal
Soltera 12 (8,4) 20(64,6) (2)100
Casada 104(73,2) 1(3,2) -
Conviviente 24(17,0) 1(3,2) -
Divorciada 2(1,4) 8(25,8) -
Viuda - 1(3,2) -
Edad de inicio de la actividad sexual
<15 afos 46 (26,3)
15-19 afos 111 (63,4)
> 19 afos 18(10,3)
Numero de embarazos
Nulipara 22(15,5) 18(58,1) 1(50)
Un embarazo 40(28,2) 8(25,8) 1(50)
Dos embarazos 43(30,3) 1(3,2) -
Mas de dos embarazos 37(26,0) 4(12,9) -
Abortos Espontineos
Un aborto 14(9,8) 2(6,4) -
Dos abortos 5(3,5) - -
Mas de dos abortos - 1(3,2) -
Abortos inducidos por complicaciones irreversibles
Un aborto 1(0,7) - -
Dos abortos - - -
Mas de dos abortos - - -
Antecedentes de infeccion en la paciente y/o en la pareja
Gonococia 9(6,3) 2(6,4) -
Sifilis - - -
Chancro blando - - -
Linfogranuloma venéreo - - -
Chlamydia trachomatis 5(3,5) - -
Ureaplasma urealyticum - - -
Mycoplasma hominis - - -
Herpes virus - - -
Hepatitis B C D - - -
Papiloma virus humano (HPV) 2(1,4) 1(3,2) -
Citomegalovirus - - -
Virus de Inmunodeficiencia humano (VIH) - - -
Tricomoniasis 10(7,0) 2(6,4) -
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Antecedentes de enfermedades preneoplasicas y neoplasicas

Aparato genital 14(9,8) 4(12,9) -
Otra localizacion 5(3,5) - -
Enfermedad de base

Diabetes - 1(3,2)

Incontinencia urinaria o fecal por 2(1.4) i i

Malformaciones congénitas

Deficiencia inmunologica

Estudios realizados en los ultimos seis meses

(relacionados con

el aparato genital)

PAP 5(3,5) 4(12,9) -
Colposcopia 1(0,7) - -
Ecografia 2(1,4) 1(3,2) -
Otros - - -
Fumadora

| 4531,7) | 18(58,0) -

» Caracterizacion de las pacientes segtin la sintomatologia y su relaciéon con los

EVBs.

Para la clasificacion de las pacientes segun la sintomatologia se consider6 como
sintomaticas aquellas pacientes que manifestaron tres o mas signos y/o sintomas. De
este manera en el estudio de base (cuando concurrieron al Centro de Salud por
consejeria, eleccion del método anticonceptivo y consintieron participar del estudio) se
obtuvo la siguiente distribucion 78/215 (36,2 %) sintomaticas y 137/215 (63,7 %)
asintomaticas. En la Tabla 5 se describe la distribucion de las frecuencias de signos y
sintomas manifestados por las participantes durante el cuestionario en relacion a los

EVBs al inicio del estudio.

Considerando tnicamente los cinco EVBs, independiente de los patdogenos presentes,
la presencia de signos y sintomas fue mayor en los EVB II (p = 0,0007) y EVB V (p <
0,0001) en forma estadisticamente significativa con respecto a los EVB I, IIl y IV.
Cuando se analiz6 la presencia de levaduras y TV, se detectaron las siguientes
asociaciones positivas: levaduras con prurito (p < 0,0001); TV con aumento de flujo (p
< 0,0001), dispareunia (p = 0,03), metrorragia (p = 0,01), ardor (p = 0,004), dolor
pélvico (p < 0,0001) y disuria (p = 0,001). La baja prevalencia de otros patdgenos no

justifico su analisis.
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Tabla 5: Distribucion de las frecuencias de signos y sintomas y relacion con EVB

detectados al inicio del estudio.

TOTAL DISTRIBUCION DE SIGNOS Y SINTOMAS (n)
EVB v
— Sintoma-
ticas (n
ticas tn) AF | SIN | DIP | VUL | PRU | MET | ARD | DPL | DIS | POL | TUM | TGE | LGE ;7[
1 2 1 - 1 2 - 1 1 - - 1 - - - -
I+Lev 4 3 - - 2 3 - - - 1 - - - - -
11 3 3 - - 2 3 - 1 1 3 1 - - - -
II+Lev 17 8 2 5 15 - 15 5 12 1 - - - -
I+TV 2 2 1 1 - 2 2 1 - - - - - -
II+Lev+TV 3 3 2 2 - 2 - 3 3 2 - - - - -
1I+Chlamydia 1 1 1 1 - - - 1 1 1 - - - - -
III+Lev 3 3 - 1 - 2 - 2 1 2 - - - - -
v 9 8 1 7 1 5 1 4 5 3 2 - - - -
IV+Lev 7 6 1 2 3 6 1 4 3 5 1 - - - -
\% 2 2 - 1 - 1 - 1 1 - - - - -
V+Lev 4 3 - 1 3 4 - 2 - 1 - - - -
V+TV 17 17 3 11 1 7 5 14 15 14 6 - - - -
V+Lev+TV 2 1 1 1 2 - 2 2 - - - - -
V+Streptococcus 1 1 - - - - - 1 1 - - - - -
grupo B
V+Chlamydia 1 1 1 1 1 - 1 - - - - - - - -
Total 78 64 13 65 20 51 11 52 39 48 12 - - - -

AF: aumento de flujo, SIN: sinusorragia, DIP: dispareunia, VUL: vulvonidia, PRU: prurito, MET: metrorragia, ARD:
ardor, DPL: dolor pélvico, DIS: disuria, POL: polaquiuria, TUM: tumoracion inguinal, TGE: tumoracion en genitales
externos, LGE: lesiones en genitales externos, LM lesiones en otras mucosas., Lev: levaduras — TV: trichomonas.

En la Tabla 6 se observan las prevalencias de los EVB y su asociacion con los distintos
patogenos en las pacientes asintomaticas y sintomadticas. En las mujeres asintomaticas se
observo mayor prevalencia del EVB I respecto de las sintomadticas, lo que representd una
diferencia estadisticamente significativa (p<0,0001). La prevalencia del EVB IV fue
similar en ambos grupos. Las prevalencias de los EVB Il y V fueron mayores en las
pacientes sintomaticas que en las asintomaticas, lo que representd una diferencia

estadisticamente significativa (p<0,0001) (tabla 1)

Tabla 6: Prevalencias de los estados vaginales basicos (EVB) y su asociacion con los
distintos patogenos en las pacientes asintomdticas y sintomaticas
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Asintomaticas Sintomaticas
EVB (n=137) (n=78) p
n % n %
I 63 46,0 2 2,6
I+Lev 13 9.5 4 5.1 <0,0001
11 13 9,5 3 3.8
II+Lev 5 3,6 17 21,8
+TV 0 ; 2 2,6 <0,0001
[I+Lev+TV 1 0,7 3 3.8
[I+Chlamydia 0 - 1 1,3
11 5 3,6 0 -
II+Lev 0 ; 2 2,6 0,46
MI+Lev+TV 0 - 1 1,3
v 29 21,2 9 11,5 0,64
IV+Lev 1 0,7 7 9,0
\% 6 4,4 2 2,6
V+Lev 0 - 4 5,1
V+Ty 0 ; 17 21,8 <0,0001
V+Lev+TV 1 0,7 2 2,6
V+Streptococcus agalactiae 0 - 1 1,3
V+Chlamydia 0 - 1 1,3
ot 137 100 78 100 ;

Lev: levaduras — TV: trichomonas.

> Prevalencia de EVBs previos a la anticoncepcion y deteccion de levaduras y

trichomonas, en la poblacion total estudiada.

De las 215 mujeres incorporadas al estudio, se detect6 en la primera evaluacion, previo al
inicio de la utilizacion del método anticonceptivo elegido: 82 (38,1 %) correspondientes al
EVB I de microbiota normal, 45 (21 %) al II de microbiota normal con reaccidon
inflamatoria vaginal, 8 (3,7 %) al Il de microbiota intermedia, 46 (21,4 %) al IV de
vaginosis bacteriana y 34 (15,8 %) al V de vaginitis microbiana inespecifica. E1 15,8% de
EVB V incluyd; 11,1 % de vaginitis convencionales por levaduras y trichomonas y 4,7 %
de vaginitis inespecifica que se subclasificaron en patrones microscopicos con VN 4-6
(2,8 %) que correspondieron a ausencia de lactobacilos con presencia de morfotipos
comensales aerdbicos (Streptococcus agalactiae) y a disminucidon de lactobacilos con
incremento de morfotipos compatibles con anaerobios (microbiota intermedia) y con VN

7-10 (1,9 %) correspondientes a predominio de morfotipos compatibles con anaerobios
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(microbiota alterada) (Tabla 7). Cabe acalrar que uno de los seis contenidos con VN 4-6 se

asocio a la presencia significativa en el cultivo de Streptococcus agalactiae.

La distribucidon y seguimiento de las pacientes, de acuerdo al método anticonceptivo, al

inicio del estudio y a los 3 y 6 meses se muestra en la Figura 12.

Figura 12 Distribucion y seguimiento de la poblacion integral estudiada segun metodo

anticonceptivo
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n=187
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meses
n=178
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incluidas y analizadas en el
estudio inicial

n =215

>

Se retiraron del estudio

n=11
Clasificacion de la poblacion en estudio
por método anticonceptivo
n = 204
ACO DIU PRE RIT ACO+PRE
n = 146 n=>5 n=233 n=17 n=3

INo concurrieron:
n=14

Analizadas:
n=132
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n=0
Analizadas:
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Analizadas:
n=233
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l

No concurrieron;
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n=2
Analizadas:
n=231

INo concurrieron;

No concurrieron:
n=4
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n=13

No concurrieron:
n=0
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n=3

ACO: anticonceptivo oral (levonorgestrel-Etinilestradiol) - DIU: dispositivo intrauterino — PRE: preservativo — RIT: método del ritmo

- ACO+PRE: doble proteccion simultinea
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En la Tabla 7 se presenta la distribucion de los cinco EVBs correspondientes al examen
inicial del total de la poblacion estudiada, incluyéndose la deteccion de levaduras y
trichomonas en funcion de cada uno de los EVBs.

La RIV estuvo presente en 79 (36,7 %) del total de las mujeres analizadas.

La frecuencia de deteccion global de levaduras fue de 61/215 (28,4 %). En los EVBs con
VN de 4 a 10, se observo una menor proporcion de levaduras en forma estadisticamente
significativa con respecto a EVB con VN de 0 a 3 (p = 0,04) (Tabla 1). De los 61 casos de
levaduras se detectdé RIV en 26 (42,6%) como unico patdégeno y en 7 (11,5%) asociadas a
trichomonas.

Se revelo la presencia de trichomonas en 27/215 (12,6 %) de las mujeres estudiadas. En la
franja de EVB con VN 4 a 10, la presencia de trichomonas fue mayor en forma
estadisticamente significativa con respecto a EVB con VN 0 a 3 (p < 0,0001). De los 27
casos con trichomonas, 26 (96,3 %) se asociaron a RIV. Cabe sefialar que se detectaron 23
CV con trichomonas por examen en fresco y coloraciones, y que se incrementaron a 27 CV

con el cultivo.

Tabla 7: Prevalencia de “Estados vaginales bdsicos” y deteccion de levaduras y

trichomonas, en la poblacion total estudiada previo a la anticoncepcion.

Mb Mb+Lev Mb+TV Mb+Lev+TV
EVBs n
n Y% n Y% n Y% n Y%
I 82 65 30,2 17 7,9 - - - -
Microbiota normal
I 45 17 7.9 22 10,2 2 0,9 4 1,9
Microbiota normal+RIV
11 8 5 2,3 2 0,9 - - 1 0,5
Microbiota intermedia
v 46 38 17,7 8 3,7 - - - -
Vaginosis bacteriana
\% 34 10 4,7 4 1.9 17 7,9 3 1.4
Vaginitis microbiana
inespecifica
Total 215 135 62,8 53 24,6 19 8,8 8 3.8

EVBs: Estados Vaginales Basicos Mb: microbiota bacteriana - Le: levaduras — TV: trichomonas — - RIV: reaccion
inflamatoria vaginal
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> Influencia de la Anticoncepcion

v Frecuencias relativas de EVBs, detectadas a los tres y seis meses, en funcion
del método anticonceptivo.
En la Tabla 8 y 9 se presentan los resultados de frecuencias de EVBs a los tres y seis meses
de utilizacion ininterrumpida de los métodos anticonceptivos incluidos en este estudio, mas
comunmente utilizados (ACO, PRE y RIT). Los anticonceptivos hormonales inyectables

no fueron elegidos por las participantes.

A los tres meses:

* ACO aumento la frecuencia de microbiota normal (OR 2,16 — p=0,02) y redujo el riesgo
de VB (OR 0,35 — p=0,005). La ingesta de ACO en este estudio mostrd proteccion del
estado vaginal (Tabla 8).

* PRE disminuy¢ la frecuencia de microbiota normal (OR 0,22 — p=0,001), increment6 el
riesgo de VB (OR 3,25 — p=0,004) y estados de vaginitis microbiana inespecifica (OR
5,32 — p=0,01) (Tabla 8).

En relacion al DIU y a la doble proteccion simultaneas ACO+PRE, 5 y 3 participantes
respectivamente fueron evaluadas al inicio y a los tres meses. La baja frecuencia de
utilizacion de dichos métodos en este estudio no permitid establecer una asociacion con

los EVB mediante sustento estadistico.

A los seis meses:

* ACO aument¢ la frecuencia de microbiota normal (OR 8,12 — p<0,0001), disminuy¢ los
estados de vaginitis microbiana (OR 0,12 — p=0,005) y redujo el riesgo de VB (OR 0,18 —
p=0,001). La ingesta de ACO mostr6 proteccion del estado vaginal (Tabla 9)

* PRE redujo la frecuencia de microbiota normal (OR 0,08 — p<0,0001) e increment6 el
riesgo de estados de microbiota normal + reaccion inflamatoria vaginal (OR 2,39 —
p=0,02), de VB (OR 3,5 — p=0,03) y de VMI (OR 22,4 — p<0,0001). (Tabla 9)

En relacion al DIU y a la doble proteccion simultaneas ACO+PRE, 4 y 3 participantes
respectivamente fueron evaluadas al inicio y a los seis meses. La baja frecuencia de
utilizacion de dichos métodos en este estudio no permitid establecer una asociaciéon con

los EVB mediante sustento estadistico
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Tabla 8: Asociacion de Estados vaginales bdsicos con los métodos anticonceptivos

después de tres meses de utilizacion.

ESTADOS VAGINALES METODO ANTICONCEPTIVO
BASICOS ACO PRE RIT
(n)p (n)p (n)p
OR(95%IC) OR(95%IC) OR(95%IC)
59(0,02) 5(0,001) 8(0,16)
1 Microbiota normal 2,16 0,22 2,16
(1,03-4,54) (0,07-0,64) (0,64-7,41)
Microbiota 42(0,90) 12(0,80) 2(0,19)
I normal-RIV 1,04 1,10 0,34
(0,50-2,18) (0,46-2,62) (0,05-1,68)
S 8(0,19) - -
m ntermedia 3,48
(0,43-76)
18(0,005) 11(0,004) 4(0,25)
v Vaginosis bacteriana 0,35 3,25 1,83
(0,15-0,80) (1,30-8,12) (0,45-6,95)
e 5(0,13) 5(0,01) -
P (0,09-1,65) (1,23-23,1)
TOTAL
179 132 33 14

ACO: anticonceptivo oral (levonorgestrel-Etinilestradiol) — PRE: preservativo — RIT: método del ritmo —

Tabla 9: Asociacion de Estados vaginales bdsicos con métodos anticonceptivos después

de seis meses de utilizacion.

METODO ANTICONCEPTIVO
ESTADOS VAGINALES
(n)p (np (np
OR(95%IC) OR(95%IC) OR(95%IC)
82(p<0,0001) 3(p<0.0001) 8(0,37)
| Microbiota normal 8,12 0,08 1,68
(3,64-18,4) (0,02-0,29) (0,47-6,17)
Microbiota 38(0,48) 15(0,02) 2(0,16)
I normal+RIV 0,79 2,39 0,37
(0,39-1,60) (1,01-5,62) (0,06-1,87)
I Microbio.ta ) )
intermedia -
5(0,001) 6(0,03) 2(0,31)
10% Vaginosis bacteriana 0,18 3,50 2,08
(0,05-0,61) (1,02-11,7) (0,0-11,6)
Vaginitis microbiana 2(0,005) 7(p=0,0001) 1
v inespecifica 0,12 224 No se evalua
(0,02-0,67) (3,92-167)
TOTAL
171 127 31 13

ACO: anticonceptivo oral (levonorgestrel-Etinilestradiol) — PRE: preservativo — RIT: método del ritmo -
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v Analisis prospectivo de la microbiota vaginal en funcién de los métodos

anticonceptivos. Reconocimiento de los procesos de conversion.

o Reconocimiento de procesos de conversion a los tres meses.
Para el andlisis de los procesos de conversion se consideraron los EVBs al inicio y a los
tres meses de aquellas pacientes que concurrieron al control de los tres meses
Después de tres meses de utilizacion ininterrumpida de los meétodos anticonceptivos
incluidos en este estudio, considerando unicamente los cambios de la microbiota vaginal,
independientemente de la variacion de la RIV, se observo en el grupo mayoritario ACO
(n= 132) que 77 CV conservaron el EVB I y II de microbiota vaginal normal, 5 CV
modificaron a EVB III de microbiota intermedia, y de 50 CV con EVBs alterados al inicio
de ACO, 24 remitieron a EVB I y Il de microbiota vaginal normal. Estos cambios
refirieron asociacion estadistica significativa (p < 0,0001) (Tabla 10 y 12) (Figura 13).
En el grupo de las 33 mujeres que optaron por PRE, se increment6 la RIV en 7 (21,2 %) de
los CV (conversion a EVBs Il y V) (Tabla 10 y 13) (Figura 14).
Trece pacientes de las 14 que seleccionaron el ritmo como método anticonceptivo
conservaron el EVB inicial (Tabla 10 y 14) (Figura 15).
De las 5 mujeres que portaban DIU, 3 conservaron sus EVBs iniciales (2 EVB 1y 1 EVB
IT), 1 modifico su EVB I normal a EVB III de microbiota intermedia y 1 a EVB de
vaginosis bacteriana.
De las tres pacientes que decidieron por ACO + PRE; 1 modificé su EVB1aEVBIly?2

mantuvieron el EVB inicial.

o Reconocimiento de procesos de conversion a los seis meses.

Para el andlisis de los procesos de conversion se consideraron los EVBs al inicio y a los
seis meses de aquellas pacientes que concurrieron al control de los seis meses

Después de seis meses de utilizacion ininterrumpida de los métodos anticonceptivos
incluidos en este estudio, considerando unicamente los cambios de la microbiota vaginal,
independientemente de la variacion de la RIV, se observd en el grupo mayoritario ACO
(n= 127) que 83 CV conservaron el EVB I y II de microbiota vaginal normal, 1 CV
modificé a EVB IV de vaginosis bacteriana, y de 43 CV con EVBs alterados al inicio de
ACO, 37 remitieron a EVB I y II de microbiota vaginal normal. Estos cambios refirieron

asociacion estadistica significativa (p< 0,0001) (Tabla 11 y 12) (Figura 13).
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En las 31 mujeres que optaron por PRE, se increment6 la RIV en 10 (32,3 %) de los CV
(conversion a EVBs Il y V) (p=0,01) (Tabla 11 y 13) (Figura 14)
Doce pacientes de las 13 que seleccionaron el ritmo como método anticonceptivo
conservaron el EVB inicial (Tabla 11 y 14) (Figura 15).
De las 4 mujeres que portaban DIU, 3 modificaron su EVB I normal a EVB de vaginosis
bacteriana. En las tres pacientes que decidieron por ACO + PRE; se mantuvo el EVB
inicial.
En relacion a las mujeres que en el estudio de base presentaron EVB IV (vaginosis
bacteriana), solo fueron tratadas con metronidazol las sintomaticas y se obtuvieron los
siguientes resultados:
¢ A los tres meses, en el grupo de ACO + tratamiento fueron incluidas 7/25 pacientes de
las cuales 2/7 (28,6%) corrigieron a EVB 1.
¢ A los seis meses, en el grupo de ACO + tratamiento fueron incluidas 8/23 pacientes, de
las cuales 5/8 (62,5 %) convirtieron a estados de microbiota normal (EVB I y II).
Mientras que las pacientes asintomaticas que s6lo recibieron ACO, a los 3 meses fueron
incluidas 18/25, de las cuales 8/18 (44,4%) convirtieron a estados de microbiota normal
(p=0,40). Las pacientes asintomaticas que solo recibieron ACO, a los 6 meses fueron

incluidas 15/23 de las cuales 13/15 (86,7%) convirtieron a estados de microbiota normal

(p="0.21).

Tabla 10: Distribucion de los EVB en el estudio inicial y a los tres meses de utilizacion
del método anticonceptivo.

Métodos anticonceptivos

ACO PRE RIT
EVB Inicio tres meses Inicio tres meses Inicio tres meses
n EVB (n) n EVB (n) n EVB(n)
L 55 43(1) - 12(11) 8 5(I) -3(II) 7 7(1)
Microbiota normal
II 27 3(I) - 19(1II) - 5(III) 7 7(1T) 3 1(D) - 2(IT)

Microbiota normal + RIV

111 6 #2(T) - 1(IT) - 3(TIT) 1 1(1D)

Microbiota intermedia

1% 25 *8(I) - 2(II) -15(1V) 13 11D -100V)-2(V) 4 4(1V)

Vaginosis bacteriana

19 ¥3(0)-8D-3(IV)-5(V) 4 1(IV) -3(V)

V' Vaginitis microbiana

Total 132 - 33 - 14

EVB: estado vaginal basico — RIV: reaccion inflamatoria vaginal - ACO: anticonceptivo oral (levonorgestrel-Etinilestradiol) —
PRE: preservativo — RIT: método del ritmo - * Conversién a EVB | y Il de MN en el grupo ACO
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Tabla 11: Distribucion de los EVB en el estudio inicial y a los seis meses de utilizacion

del método anticonceptivo

EVB

L

Microbiota normal

1T

Microbiota normal + RIV

I

Microbiota intermedia

v

Vaginosis bacteriana
V' Vaginitis microbiana

Total

Inicio

n

54

30

23

16

127

Métodos anticonceptivos

ACO PRE RIT
seis meses Inicio seis meses Inicio seis meses
EVB (n) n EVB (n) n EVB(n)
43(1) -10(11) - 1(1V) 8 2 (1) - 5(11)-1(V) 7 7()
14() -16(11) 5 5(11) 3 1(1) - 2(11)
*3(1)- 1(11) 2 2(Il) - -
*13(D)-5(ID)-4(1V)-1(v) 14 3(ID)-5(1V)-6(V) 2 2(IV)
*9(1)-6(11) - 1(V) 2 1(D) -1IV) 1 1(V)
. 31 - 13 -

EVB: estado vaginal basico — RIV: reaccion inflamatoria vaginal - ACO: anticonceptivo oral (levonorgestrel-Etinilestradiol)-
PRE: preservativo — RIT: método del ritmo - * Conversiéon a EVB |y Il de MN en el grupo ACO

Para una mejor visualizaciéon de los procesos de conversion se graficaron los EVBs al

inicio, a los tres y a los seis meses para cada método anticonceptivo (Figuras 13, 14 y 15).

Figura 13 Conversion de EVBs en el grupo mayoritario de mujeres con anticoncepcion

hormonal (ACO)
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Tabla 12: Frecuencia de EVBs en el inicio, a los tres y seis meses de anticoncepcion
hormonal

EVB Inicio 3 meses 6 meses
n % n % n %
I 55 41,7 59 44,7 82 64,6
I 27 20.5 42 31,8 38 29,9
I 6 4,5 8 6,1 0 0
v 25 18,9 18 13,6 5 39
v 19 14,4 5 38 2 1,6
total 132 100 132 100 127 100
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Figura 14 Conversion de EVBs en el grupo de mujeres que optaron por preservativos

(PRE)
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Tabla 13: Frecuencia de EVBs en el inicio, a los tres y seis meses de anticoncepcion de

barrera (preservativo)

EVB Inicio 3 meses 6 meses
n % n % n %
I 8 24,3 5 15,2 3 9,6
1L 7 21,2 12 36,3 15 48,4
1 1 3,0 0 0 0 0
v 13 39,4 11 333 6 19,4
v 4 12,1 5 15,2 7 22,6
total 33 100 33 100 31 100

Figura 15 Conversion de EVBs en el grupo de mujeres que optaron por el método de

Ritmo (RIT)
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Método del Ritmo
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Tabla 14: Frecuencia de EVBs en el inicio, a los tres y seis meses de anticoncepcion con
método del ritmo.

EVB Inicio 3 meses 6 meses
n % n % n %
I 7 50 8 57,1 8 61.5
| 3 21,4 2 143 2 154
11 0 0 0 0 0 0
v 4 28,6 4 28,6 2 154
v 0 0 0 0 1 7,7
total 14 100 14 100 13 100
> Relacion del método anticonceptivo con presencia de levaduras. Variacion de

los Estados vaginales basicos.

En el grupo de participantes que iniciaron el estudio y cumplieron estrictamente con los
controles posteriores se realizd una evaluacidon que incluyo: presencia y distribucion por
EVB de las levaduras, variaciones en los CV segun el método anticonceptivo a los tres y
seis meses, identificacion de nuevas portadoras y efectividad de los tratamientos. Cabe
sefalar que se les prescribido tratamiento antimicotico unicamente a las pacientes
sintomaticas. Como se observa en la Tabla 15, en el grupo mayoritario ACO, en las
pacientes que ingresaron y cumplieron con el primer control a los tres meses, se detectaron
43 CV con levaduras al inicio del método, 8 recibieron tratamiento, de los cuales 2 no

fueron efectivos. A los tres meses se detectaron 48 CV con levaduras, correspondiendo 21
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a CV que resultaron negativos al inicio, de los cuales 11 (52,4 %) se asociarona EVB I de
microbiota normal y 10 (47,6%) a EVB II de microbiota normal con reaccion inflamatoria
vaginal. Este incremento en el nimero de pacientes con CV con levaduras, resultd

estadisticamente significativo (»<0,0001).

En el grupo PRE se detectaron al inicio y a los tres meses 12 y 6 CV con levaduras
respectivamente, correspondiendo uno de ellos a un CV que resulté negativo al inicio. Tres

pacientes recibieron tratamiento que resulto efectivo (Tabla 15).

En el grupo ACO que ingresaron al estudio y cumplieron el segundo control a los 6 meses
se detectaron 32 CV con levaduras al inicio y 5 pacientes sintomaticas recibieron
tratamiento, que resultd efectivo. A los seis meses se detectaron 27 CV con levaduras,
correspondiendo 11 a CV que resultaron negativos al inicio, de los cuales 5 (45,4 %) se
asociaron a EVB I de microbiota normal y 6 (54,5 %) a EVB Il de microbiota normal con
reaccion inflamatoria vaginal (Tabla 16). Este incremento en el nimero de pacientes con

CV con levaduras, resulto estadisticamente significativo (p<0,0001).

En el grupo PRE se detectaron al inicio y a los 6 meses 9 y 6 CV con levaduras
respectivamente, correspondiendo 3 a CV que resultaron negativos al inicio. Una paciente

recibid tratamiento que no fue efectivo (Tabla 16):

Con respecto a la identificacion de las levaduras en los CV, cabe sefialar que la especie fue

coincidente en el inicio y en los controles posteriores y se puede mencionar lo siguiente:

e En el estudio de inicio: se recuperaron 62 aislamientos correspondieron al género
Candida, 59 resultaron complejo Candida albicans recuperadas como Unica
especie, 1 fue confirmada como Candida krusei y en un CV se asocid C. albicans

a otra especie que no pudo ser identificada.

e A los tres meses: se recuperaron 59 aislamientos, 58/59 correspondieron a

complejo Candida albicans y una no se pudo identificar a nivel de especie.

e A los seis meses: se recuperaron 37 aislamientos 36/37 correspondieron a

complejo Candida albicans y una no se pudo identificar a nivel de especie.
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Tabla 15: Distribucion de CVs con levaduras segun EVB para los distintos métodos

anticonceptivos en el estudio inicial y a los tres meses

Inicio del estudio A los tres meses

Método

anticonceptivo Estado Vaginal Basico (n) Estado Vaginal Basico (n)

I I III v \% I I 11T v \%

Concurrentes 15 18 2 3 5 8 13 2 2 2
a los 3 meses

ACO Tratamiento - 5 1 - 2 - - 1* - 1*

Portadoras - - - - - 11 10 - - -
nuevas

Concurrentes - 1 - - - - 1 - - _
a los 3 meses

DIU .
Tratamiento - - - - - - - - - -

Portadoras - - - - - - - - - -
nuevas

Concurrentes - 4 2 4 2 - 3 - 1 2
a los 3 meses

PRE Tratamiento - 1 - 2 - - - - - _

Portadoras - - - - - - 1 _ _ _
nuevas

Concurrentes 2 1 - - - 1 - - - -
a los 3 meses

RIT Tratamiento - 1 - - - - - - - -

Portadoras - - - - - - - - - -
nuevas

Concurrentes - 1 - - - - 1 - - -
ACO+ |alos 3 meses

PRE .
Tratamiento - - - - - - - - - -

Portadoras - - - - - - 1
nuevas

ACO: anticonceptivo oral (levonorgestrel-Etinilestradiol) - DIU: dispositivo intrauterino — PRE: preservativo — RIT:
método del ritmo - ACO+PRE: doble proteccion simultdnea - * Fracaso de tratamiento.

Tabla 16: Distribucion de CVs con levaduras segun EVB para los distintos métodos

anticonceptivos en el estudio inicial y a los seis meses
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Método

anticonceptivo

Inicio del estudio

A los seis meses

Estado Vaginal Basico (n)

Estado Vaginal Basico (n)

I

111

v

1I

111

10%

ACO

Concurrentes
a los 6 meses

11

16

3

9

Tratamiento

Portadoras
nuevas

DIU

Concurrentes
a los 6 meses

Tratamiento

Portadoras
nuevas

PRE

Concurrentes
a los 6 meses

Tratamiento

1*

Portadoras
nuevas

RIT

Concurrentes
a los 6 meses

Tratamiento

Portadoras
nuevas

ACO+
PRE

Concurrentes
a los 6 meses

Tratamiento

Portadoras
nuevas

ACO: anticonceptivo oral (levonorgestrel-Etinilestradiol) - DIU: dispositivo intrauterino — PRE: preservativo — RIT: método

>

del ritmo - ACO+PRE: doble proteccion simultanea - * Fracaso de tratamiento.

Trichomonas vaginalis en los contenidos vaginales. Variacion de EVBs

Con respecto al hallazgo de trichomonas, al inicio del estudio se detectaron en 27/215

(12,6%) de los CV con los siguientes EVBs: II (6), III (1) y V (20).

En la Tabla 17 se muestra la distribucion inicial de los CV con Trichomonas vaginalis y la

variacion de los EVBs a los 3 y 6 meses, luego del tratamiento con metronidazol 1.000 mg

dia durante 7 dias. En una paciente persistio el parasito dado que la pareja se resistio al

tratam

iento.
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Tabla 17 Distribucion de CV con trichomonas segin el EVB para los distintos métodos

anticonceptivos en el estudio inicial y en los controles de 3 y 6 meses.

Método Estudio inicial (n) A los tres meses (n) A los seis meses (n)
anticonceptivo | y | 1 | [ Iv |V | I |0 |OI|[IV|V | I |IO|O|IV|V
2 1
ACO - 6 - - 18 ° ! : (2% 10 6 )
No concurrieron: 9 No concurrieron: 7 pacientes
DIU - - - - - - - - - - - - - - -
PRE S T S i A S S
No concurrio6: 1
w T L[ [T
No concurrieron: 2 No concurrieron: 2
ACO+PRE - - - - - - - - - - - - - - -

ACO: anticonceptivo oral (levonorgestrel-Etinilestradiol) - DIU: dispositivo intrauterino — PRE: preservativo — RIT: método

del ritmo - ACO+PRE: doble proteccion simultanea * Persistencia del parésito en la misma paciente, la pareja se resistio
al tratamiento.

Los 2 CV que pertenecian a mujeres que solicitaron consejeria por RIT no se pudieron
evaluar a los tres y a los seis meses porque las pacientes no concurrieron a los controles.
En ambas pacientes se detecto el parasito en el EVB V y en una de ellas asociado a células
atipicas, resultado que determiné la decision médica de derivacidon a un centro de mayor
complejidad, y mediante los estudios correspondientes se diagnosticé cancer de cuello

uterino.

» Distribucion de especies de lactobacilos. Caracterizacion genotipica.
Comparacion y validacion de la caracterizacion fenotipica. Coeficiente Kappa.

Se tomaron al azar 84 aislamientos de lactobacilos provenientes de 84 contenidos vaginales
obtenidos tanto de las pacientes que cumplieron en forma completa con los controles
(inicio-3 meses-6 meses), como de quienes lo hicieron parcialmente (inicio-3 meses e
inicio-6 meses). Estos aislamientos fueron identificados fenotipicamente (pruebas
bioquimicas y MALDI-TOF) y comparados con la identificacion gendémica, mediante Rep-

PCR genomic fingerprinting utlizando el cebador (GTG) 5 ((GTG) 5-PCR), la cual es una
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técnica que resulta Util para la diferenciacion de una amplia gama de lactobacilos a nivel de
especie, subespecie y potencialmente a nivel de cepa??* ?*>. Ademas, la amplificacién del
gen 16S ARNr que se suele aplicar para estudios filogenéticos, dado que su secuencia esta
altamente conservada entre las distintas especies, se utiliz6 para la identificacién de los
aislados. La espectrometria de masa MALDI-TOF, mostrr6 resultados concordantes en el
100% de los aislados, con un coeficiente de correlac i6n de concordancia Kappa de 1,00
(1,00 a 0,80 excelente grado de concordancia) (Tabla 18). De estos aislamientos, 33
(39,3%) fueron identificados como L. gasseri, 25 (29,8%) como L. crispatus, 15 (17,8%)
como L. jensenni, 10 (11,9%) como L. murinus y 1(1,2%) como L. johnsonni. La Figura 16
muestra los diferentes biotipos de las cepas obtenidas durante la identificacion de
lactobacilos mediante ensayos de rep-PCR. Se indican los patrones de todos los biotipos,
aunque no fueron las especies dominantes en el estudio. Se identifico un representante de
cada biotipo mediante secuenciacion del gen 16S rRNA parcial.

Considerando que a 84 de los aislamientos de lactobacilos, obtenidos al azar, se les realizd
la identificacion gendmica a nivel de especie mediante la secuenciacion de 16S rDNA vy
dado que MALDI-TOF mostr6 concordancia del 100%, los aislamientos restantes fueron

identificados s6lo fenotipicamente.

Tabla 18: Grado de concordancia en la identificacion de las especies de lactobacilos con

MALDI-TOF MS y Rep-PCR genomic fingerprinting

Metodologia de

identificacion MALDI-TOF M3

Lactobacillus (n) (n) (n) (n

Especies de | L.crispatus | L.gasseri | L.jensenii | L.johnsonii | L.murinus

)

L.crispatus

) 23 ] ] ]

Rep-PCR L.gasseri

genomic (n) B 33 B B

fingerprinting L.jensenii

()

L.johnsonii

(n

L.murinus

()

10

Kappa Coeficiente: 1,000 (excelente grado de concordancia)
Intervalo de confianza Kappa SE (0):0.871, 1.129)
Intervalo de confianza Kappa SE(1): (1.000, 1.000)
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Figura 16: biotipos de las cepas obtenidas durante la identificacion de lactobacilos
dﬁs
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mediante ensayos de rep-PCR
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Figura 16: Biotipos representativos obtenidos a partir de la Amplificacion polimoérfica del ADN de bacterias lacticas
(BAL) aisladas de muestras vaginales usando el cebador (GTG)s. Los perfiles obtenidos incluyen los siguientes biotipos:
Btl (L. crispatus,); Bt2 (L. gasseri); Bt3 (L. jensenii); Bt4 (L. mucosae); BtS (L. johnsonii); Bt6 (L. murinus); Bt7 (L.
oris); Bt8 (Lc, mesenteroides); Bt9 (L. acidophilus); Bt10 (E. faecium) Btll (W. paramesenteroides) y Bt12 (S.
epidermidis). MW: marcador de peso molecular (1 kb, Invitrogen). Los métodos se describen en el texto. (Elaboracion:
C.A. Ficoseco, CERELA-CONICET, The Open Microbiology Journal, 2018, 12, 218-229).

> Distribucién de especies de lactobacilos. Caracterizacion fenotipica por
pruebas bioquimicas confirmada con metodologia centrada en el perfil de

proteinas mediante espectrometria de masa (MALDI-TOF)

Las especies que predominaron en los CV con microbiota normal (EVB I y II) de las
participantes que cumplieron los dos controles (3 y 6 meses) fueron L. crispatus, L. gasseri
v L. jensenii (Figura 17). Una vez purificados los aislados, 112 aislamientos de bacilos no
esporulados, gram positivos y catalasa negativos fueron caracterizados como género

Lactobacillus dentro del grupo de bacterias acido lacticas (BAL) a través de las siguientes
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pruebas bioquimicas: morfologia, produccion de CO2 a partir de glucosa, crecimiento en

el medio Man, Rogosa, Scharp (MRS) a 10 y 45°C, crecimiento a 6,5 y 18% de NacCl.

Seglin la fermentacion de azlcar de forma homo- 6 heterofermentativa que evidencia la
presencia o ausencia de las enzimas fructosa -1,6- difosfato aldolasa y fosfocetolasa se
subclasifico los lactobacilos en tres grupos: Grupo I (homofermentativos obligados
(HOO) (96,4%), Grupo II heterofermentativos facultativos (HF) (3,6%) y Grupo III
heterofermentativos obligados (HO) (0 %).

Con las pruebas bioquimicas, basada en la fermentacion de hidratos de carbono incluidas
en este estudio, se determinaron las especies detectdndose siete diferentes patrones
bioquimicos y en el 93,8 % de los mismos no se pudo establecer una especie, por lo tanto
fueron identificadas como dos o tres especies probables, que requirieron la confirmacion
por espectrometria de masa MALDI-TOF. En la Tabla 19 se muestran los resultados
comparativos entre la identificacidon por pruebas bioquimicas clasificadas en patrones

segin fermentacion de azicares y MALDI-TOF

Tabla 19: Distribucidén de patrones bioquimicos segin fermentacion de Hidratos de

carbono, identificacion y comparacion con identificacion en MALDI-TOF

g Hidratos de carbono
£
2 Resultado
g 'E 8 g g ) 2 2|2 § & | = @ E (Pruebas Resultados
| Especie S |2 |E |2 |E|g|a|E&|8E|s|2|B|g|c | S (MALDI-TOF)
5 (2|32 |85 |2|5|2 2|58 |2 |E |2 |& |bioquimicas)
; 212 /g |g |8 |E |8 |8 |8 |g|g |2 |® |8 |¢g
~ g |8 |® | = g | ® | ® 4
L.crispatus - + |+ |+ |+ - + | + | + - - - - + -
1 L.crispatus- L.crispatus
o ] ) _ _ _ | L.acidophilus/ (n=37)
L.acidophilus | - S I R N B + |t ]t @ | @ | - -t (d%) L.gasseri L.gasseri
(n=52) (n=15)
. + - - -
L.gasseri - + |+ |+ - @ + | + @ @y | - |+ @
L.acidophilus | - + |+ |+ |+ - ]+ |+ t t - - |+ ':
(d¥) | @ (d®) . ;
L.acidophilus- L gasseri
2| L.gasseri i I I R ) S I T B ) ) I L..gasserl/. .L (n 30)
o) (d*) (d*) | (d*) (d*) johnsonii . ..
(n=31) L j(ohnS{))nll
. . + + | + + n=
L johnsonii SO e I I o (@) + | + @ @y | " -+ (@)
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. . + | - +
3 L.aczdophzlus + + (d*) | (d* (d*) L.acidophilus/ L .
. .gasseri
L.gasseri —1
M L.gasseri + 4 + | - 4+ m=1) (n=1)
(d®) (d®) | (d*) (d®)
. . - |+ -
L.acidophilus + | +
P (d* | (@) @ | L.acidophilus/ .
4 . L.gasseri
_ + L.gasseri -
0) I . + 4 @ | @ - (n=1) (n=1)
.gasseri @ (d*)
5 . - N . . - L.gasseri L.gasseri
o L.gasseri (d*) (d*) (n=1) n=1)
L.gasseri - + = = I L.gasseri
6 (d®) | (d*) (d*) | (d*) (d*) | L.jensenii/ (n 10)
M L gasseri L.jensenii
L.jensenii - |t S v (n=19) (n9)
(d®)
L.murinus + |+ + |+ + L.murinus L.murinus
7 (d®) (n4) (n4)
(@)
No se clasificaron n =3 L.crispatus
(n=1)
L.gasseri
(n=1)
L. oris
(n=1)
Total cepas 112 112

+ 90 % o més corresponde a cepas fermentadoras del HC en referencia, = 90 % o mas corresponde a cepas no fermentadoras del HC en

referencia y d* 11-89 % cepas fermentadoras del HC en referencia. * no permite diferenciar.

L.crispatus y L. jensenii presentaron un Unico patréon bioquimico, P1 y P6 respectivamente,

pero dichos patrones no permitieron la diferenciacion con L.acidophilus/L. gasseri y L.

gasseri respectivamente. En estos dos patrones (1 y 6) se observd un comportamiento

comin ante la fermentacion de 4 azlcares ensayados (Lactosa, Melobiosa, Rafinosa y

Trehalosa). En relacion a L. gasseri, solo una cepa lactosa (-), melobiosa (+) y rafinosa (+)

permitid su identificacion y la separacion de las especies L.acidophilus, L. crispatus, L

johnsonii y L. jensenii, con el patrén bioquimico P5. Sobre los 58/60 aislamientos de L.

gasseri que no se pudieron identificar y separar; 25,9 % compartieron patroén bioquimico

con L. acidopiilus y L. crispatus, 56,9 % con L. acidophilus y L johnsonii, y 17,2 % con L.

jensenii. En el grupo II de los heterofermentativos facultativos, se detectaron 4
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aislamientos de L. murinus y su comportamiento fermentativo ante la arabinosa y
gluconato, permitié su diferenciacion dentro del grupo e identificacion de la especie. Tres

aislamientos, segun el patron bioquimico, no pudieron ser identificadas (Tabla 19).

» Distribucion de las especies de lactobacilos. Asociacion con los métodos

anticonceptivos.

Del grupo de mujeres que cumplieron con el estudio inicial y los controles a los 3 y 6
meses y que conservaron o convirtieron a los EVB I y II se identificaron 112 especies de
lactobacilos del total del estudio. La identificacion de estos aislamientos fue coincidente
en el control de los tres meses con la del control de los seis meses. (Tabla 20). De este
grupo, se obtuvo una tendencia a la asociacion positiva entre L. crispatus y ACO (p=0,06 —

OR 3,22).

Tabla 20. Distribucion de especies de lactobacilos aislados en estado vaginal basico
(EVB) Iy Il por método anticonceptivo en mujeres que cumplieron con el estudio inicial, y

los controles a los tres y seis meses.

METODO ANTICONCEPTIVO
Especie de lactobacilo
ACO PRE RIT ACO+PRE

n n n n
L.gasseri (n 59) 47 7 4 1
L. crispatus (n 38) 35 1 2 -
L. jensenii (n 9) 6 2 - 1
L johnsonii (n 1) 1 - = |
L.murinus (n 4) 3 1 - -
L.oris (n 1) 1 - - -
Total =112 93 11 6 2

ACO: anticonceptivos orales - DIU dispositivo intrauterino - PRE preservativo - RIT método del ritmo-
ACO + PRE: doble proteccion simultdnea.* Asociacion estadistica: L.crispatus con ACO

De los 43 CV que mantuvieron el EVB I normal en el grupo ACO, desde el inicio hasta el
final del estudio, se identificaron 35 aislamientos de lactobacilos. L. crispatus, en este
grupo de mujeres con estabilidad de su microbiota normal predomind en un 57,2 %,

seguido de L. gasseri (25,7%), L. jensenii (8,6%) y L. murinus (8,6%). De los 18 CV que



115

corrigieron el EVB IV de VB a EVB I y II en el grupo ACO, se recuperaron e identificaron
14 aislamientos de lactobacilos: L. gasseri (9) (64.3%), L. crispatus (3) (21,4%), L.

jensenii (1) (7,1%) y L. johnsonii (1) (7,1%). Es decir, que la especie aislada con mayor

frecuencia luego de una vaginosis bacteriana, fue L. gasseri.

Figura 17: Morfologia de las

coloraciode Gram.

especies predominantes aisladas del los CV en la

L. crispatus

L. jensenii

L. gasseri

Morfologia de Lactobacillus spp tefiidos con coloraciéon de Gram (observacién con aceite de inmersién, x 1.000x). Las
cepas bacterianas se cultivaron en medio MRS durante 24 - 48 horas: L. crispatus, L. jenseniiy L. gasseri.

v" Relacién de la citologia exfoliativa con el estudio del contenido vaginal y

factores de riesgo.

Sobre 123 muestras de CVs obtenidas, se evaluaron simultaneamente los resultados de

PAP obtenidos con el cepillado endocervical. Se detectdo 40/123 (32,5 %) de estados

de disfuncion vaginal (EVBs: II, III, IV y V) asociado a anomalias inflamatorias en

c¢lulas de cérvix y displasia cervical (LSIL y ASC-US) (Tabla 21).

En relacion a los estados inflamatorios, la reaccion inflamatoria vaginal detectada por el

recuento de leucocitos (EVBs Il y V) se asocié con anomalias inflamatorias inespecificas

en las células endocervicales en 19/41 (46,3 %) de los casos. Cinco de seis de las lesiones

LSIL y dos de tres de ASC-US se vincularon con EVB IV y V de microbiota alterada.

Especificamente, considerando los CV asociados a LSIL, dos se vincularon con EVBs IV

y tres con EVB V, de los cuales en uno de ellos se detect6 la presencia de trichomonas y

en otro Streptococcus agalactiae.
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Tabla 21: Relacion de los resultados de PAP con los Estados vaginales basicos.

Citologia PAP alterada (n)
P Anomalias LSIL-lesién
EVB PAP noormal inflamatorias (CIN-HPYV) ASC-US
n (%) Inespecificas n (%) n (%)
n (%) °

I 29(49,1) 22(40) 1(16,7) 1(33,3)

0| 12(20,3) 12(21.8) - -

I 1(1,7) 1(1,8) - -
v 11(18,7) 13(23,7) 2 (33,3) 1(33,3)
A% 6(10,2) 7(12,7) 3 (50) 1(33,3)
Total N=123 59(100) 55(100) 6(100) 3(100)

LSIL-lesion escamosa intraepitelial de bajo grado (CIN-HPV) — ASC-US células escamosas anormales atipicas de
significado indeterminado.

En la Tabla 22 se muestran los resultados de PAP en relacion a los factores de riesgo.

Tabla 22: Relacion de resultados de citologias alteradas y factores de riesgo

Citologia PAP alterada
Citologia Anomalias o
Factor de Riesgo PAP normal inflamatorias LSIL-lesién ASC-US
n (%) Inespecificos (Cl‘l,jl) n (%)
n (%) n ( 0)
Antecedentes ITS 9(15.2) 16 (29,1) 6 (100) 3 (100)
(n 34)
Antecedentes
obstétricos: > 2 partos 11(18,7) 13(23.6) ) 133,3)
Antecedentes
obstétricos: abortos 9(15.2) 0.1 3(30,0) 133,3)
Parto en la
adolescencia 16 (27,1) 17(30,9) 4(66,7) 2(66,6)
Habito de fumar 22(37,3) 20(36,4) 5(83,3) 3 (100)
Susceptibilidad
genética 6 (10,1) 12 (21,8) 6 (100) 2 (66,6)
Total 122 59 55 6 3

LSIL-lesion escamosa intraepitelial de bajo grado (CIN-HPV) — ASC-US células escamosas anormales

atipicas de significado indeterminado.
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Datos epidemiologicos.

Los datos obtenidos de la encuesta nos permitieron caracterizar a la poblacion de estudio a
través de variables relacionadas con la salud sexual y reproductiva y, principalmente,
detectar problemas que merecen intervencion desde la salud publica. Cabe sefialar que se
considerd un total de 175 mujeres, pues la diferencia de 40 (poblacion total del estudio
215) corresponde a reingresos en el programa durante los tres afios. La clasificacion en tres
grupos con relacion a su condicion sexual, donde los Grupos 1 y 2 han sido mas
representativos por su mayor nimero de pacientes, marco varias diferencias generacionales
a la hora de analizar las diferentes variables. Con respecto al estado conyugal, la condicion
de casada o conviviente fue mayor en el Grupo 1 (mayor edad promedio) con un
porcentaje dentro del Grupo de 90,2 %, a diferencia del Grupo 2 (menor edad promedio),

donde prevalecio la condicion de soltera con un porcentaje dentro del Grupo de 64,6 %.
o Edad de inicio de actividad sexual

Al analizar la variable referida al inicio de la actividad sexual, si bien es un dato de
mediana confiabilidad, todas las mujeres del estudio respondieron la edad de su inicio y el
98,9 % manifestd tener actividad sexual, lo que simplemente indica que existe una
regularidad en todo el grupo y que no se estan incorporando casos puntuales, como

mujeres sexualmente inactivas, lesbianas o trabajadoras sexuales.

Cuando se analiza la edad promedio de inicio de la actividad sexual no se detectaron
diferencias entre los dos grupos: 16,1 afios en el Grupo 1 (pareja estable y edad promedio
del grupo 32,1 afios) y 15,5 afios en el Grupo 2 (parejas ocasionales y edad promedio del

grupo 25,2 afios), lo que demuestra una cierta uniformidad generacional y social del grupo.

Al comparar con los datos estadisticos publicados en la Encuesta Nacional sobre Salud
Sexual y Reproductiva del 2013%2°, se puede mencionar que el 63 % de toda la poblacion
de este estudio ha tenido su primera relacion sexual entre los 15 y los 19 afios de edad, lo
que supera el dato estadistico de 52 % referido para las mujeres de todo el pais Si se
analiza el porcentaje de mujeres con una primera relacion antes de los 15 afios, este estudio
detectd un 26,2 %, porcentaje que también resultd superior al referido en dicha encuesta
del 17 %.. Este inicio tan precoz de la actividad sexual es claramente un dato preocupante

que demanda atencion, ya que se asocia a un aumento en la posibilidad de tener un nimero
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mayor de parejas sexuales y, con ello, sus consiguientes riesgos (enfermedades de

transmision sexual, embarazos no deseados).

Las repercusiones que tiene el inicio temprano de la actividad sexual nos genera el interés
de establecer los factores que en nuestro contexto social determinan la edad de la primera
relacion sexual. El nivel sociocultural proporciona las estructuras para la interaccion social,
donde se definen las reglas de comportamiento, los modos de accion, las actitudes, los
valores y las costumbres que se transmiten culturalmente a través de la familia o la escuela,
pero evidentemente no resultan suficientes, y desde el ambito de la salud publica también
es importante e imperioso colaborar a través de la consulta médica y, principalmente, de la

consejeria desde los programas de salud sexual y reproductiva.
o Edad del primer embarazo. Numero de embarazos.

El analisis de la edad promedio del primer embarazo mostré una diferencia generacional
entre los dos grupos mayoritarios de este estudio, ya que en el Grupo 1, de mayor edad, el
primer embarazo se produjo a la edad promedio de 19,6 afios y en el Grupo 2, de menor
edad, se produjo a los 16,2 anos. Si bien existen diferencias en ambos grupos, los dos
estarian clasificados dentro de la denominada fecundidad adolescente tardia, y esto es un
hecho que también merece una preocupacion especial, no solo por el riesgo de mayores
complicaciones fisicas que representa el embarazo en la adolescencia, sino también porque
denota la falta de educacion sexual y reproductiva e inclusive podria reflejar una mayor
probabilidad de que dicho embarazo sea producto de abuso sexual, relaciones forzadas o
explotacion sexual. Cabe destacar que en nuestro pais, en el afio 2013 se produjeron
114.125 nacimientos en adolescentes de 15 a 19 afios, segiin datos suministrados por el

Programa Nacional de Salud Integral en la Adolescenia, MSAL-UNICEF (2016)*%.

La distribucion de la maternidad adolescente en el pais se encuentra estrechamente
relacionada con el nivel de desarrollo, de modo que, en general, en el mapa nacional
existen grandes brechas en ese sentido. Si bien la provincia de Santa Fe es una de las mas
ricas, tiene tasas que no difieren demasiado de las que presentan algunas de las
jurisdicciones mas relegadas (dato de tasa de fecundidad adolescente en la provincia de
Santa Fe: 2,7, Formosa: 5,8 y CABA: 0,6) 2*°. Estos ejemplos, en relacion con la situacion

socioeconomica, dan cuenta de la fuerte influencia que pueden tener en la determinacion
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de la fecundidad adolescente, otra clase de factores tales como los de indole cultural-
ideacional, o los relacionados con el acceso al conocimiento y el uso de métodos
anticonceptivos y el acceso a los servicios de salud. Esta clase de factores deberian ser
considerados y abordados en profundidad segiin cada contexto particular, al elaborar e

implementar las politicas de salud.

Por otra parte se observd que el porcentaje de mujeres que tuvieron dos 0 mas embarazos
fue del 56,3 % para el Grupo 1 y del 16% para el Grupo 2. Al respecto cabe destacar que.
la maternidad en la adolescencia es una experiencia que se repite para un nimero
considerable de mujeres. Un quinto de los nacimientos que ocurren anualmente en
adolescentes son de orden “dos 0 mas”, es decir, de madres adolescentes que ya han tenido
uno o més hijos**’. Esto evidencia un patrén de fecundidad de inicio temprano con cortos
espacios intergenesicos. Todos estos datos reflejan la necesidad de mejorar la calidad de

las instancias de consejeria anticonceptiva.
o Abortos espontaneos. Abortos inducidos por complicaciones irreversibles.
En la totalidad de las pacientes estudiadas se registro un porcentaje de abortos del 12,6 %.

Al repecto cabe mencionar que se han registrado en el 2014, 8007 egresos hospitalarios de

instituciones publicas de todo el pais, por abortos en mujeres menores de 20 afios.?’!

Asimismo, un tercio de las 358.000 muertes maternas anuales en todo el mundo son
atribuibles a los embarazos no deseados que, en su mayoria, se producen en paises de bajos
y medianos recursos**2. Sin embargo, estas cifras deben evaluarse con cautela ya que
representa una aproximacion de la ocurrencia del evento, puesto que la centralizacion de

este indicador presenta dificultades.

o Antecedentes de infeccion de en la paciente y en la pareja (gonococia, sifilis,
chancro blando, linfogranuloma venéreo, Chlamydia trachomatis, Ureaplasma
urealiticum, Micoplasma hominis, Herpes virus, hepatitis B C D, papiloma
virus humano [HPV], Citomegalovirus, virus de inmunodeficiencia humana

[VIH])
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En este estudio cabe sefialar que se consideraron solamente datos registrados en el servicio
o provenientes de informes de laboratorio de otros hospitales, por lo que los porcentajes
descriptos para la totalidad de las pacientes de gonococia (6,3 %), Chlamydia trachomatis
(2,9 %), papiloma virus humano (1,7 %) y tricomoniasis (6,9 %) son claramente
insuficientes a la hora de analizar prevalencias y la distribuciéon de frecuencias en estos
antecedentes. Sin embargo, el porcentaje de gonococia y tricomoniasis resulta preocupante,
por lo que merece atencion, y una de las principales causas la constituye la falta de

utilizacion de anticoncepcion de barrera.

Al respecto cabe mencionar que se ha registrado un incremento generalizado de las
infecciones de transmision sexual (ITS) en el mundo occidental, y Argentina no es una
excepcion. Segun la Organizacion Mundial de la Salud, cada dia se producen en el mundo
mas de un millén de nuevos casos de enfermedades de transmision sexual, incluyendo las
infecciones por VIH, y cada afio se producen 357 millones de nuevos casos de ITS
curables (sifilis, gonorrea, clamidiasis y tricomoniasis). La OMS también refiere mas de
500 millones de personas portadoras del virus que provoca el herpes genital tipo 2 (HSV2),
y que mas de 290 millones de mujeres estan infectadas con el virus del papiloma humano
(VPH)?*3. En los paises en desarrollo, este grupo de infecciones y sus complicaciones
constituyen uno de los cinco motivos principales por los cuales los adultos solicitan
atencion sanitaria. Las ITS no tratadas tienen repercusiones muy importantes a nivel de
salud reproductiva, materna y neonatal, debido a sus complicaciones tanto maternas y

perinatologicas, como de fertilidad?3>.

o Antecedentes familiares de enfermedades preneoplasicas y neoplasicas en el

aparato genital

En el presente estudio se detectd que un 13,1 % del total de las mujeres estudiadas que
manifestaron antecedentes familiares de primera y segunda linea de enfermedades
preneoplasicas y neoplésicas. La realizacion del PAP en un grupo dentro de la poblacion
integral estudiada nos ha permitido indagar acerca de ese factor de riesgo. Si bien el
tamano muestral resultd insuficiente para el andlisis estadistico, los datos obtenidos
permiten estimar cierta relacion entre los antecedentes familiares y mujeres con lesiones

precancerosas.
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Al respecto cabe destacar que el cancer cervicouterino (CCU) es el segundo cancer mas
frecuente en las mujeres de regiones menos desarrolladas en el mundo y la tercera causa
mas importante de muerte por cancer en las mujeres Se estima que en el afio 2012 se
produjeron 445.000 casos nuevos (84 % de los nuevos casos mundiales) y que
aproximadamente 270 000 mujeres murieron a causa del CCU, correspondiendo mas del
85 % de esas muertes a paises de ingresos bajos y medianos. Dos tipos de virus del
papiloma humano (VPH 16 y 18) causan el 70 % de los canceres de cuello uterino y las
lesiones precancerosas de cuello uterino. De tal forma que la infeccion por VPH no
detectada y no controlada puede generar repercusiones muy importantes en la salud sexual

y reproductiva®*.

o Enfermedad de base: diabetes, parasitosis, incontinencia urinaria o fecal,

malformaciones congénitas, deficiencia inmunologica.

Dado el bajo porcentaje de las pacientes en las que se detectd diabetes e incontinencia, no
se pueden realizar conclusiones sobre dichas variables. Inclusive, actualmente no se han
realizado publicaciones que relacionen estas variables (diabetes, parasitosis, incontinencia
urinaria o fecal, malformaciones congénitas, deficiencia inmunologica) con la salud sexual

de la mujer.
o Estudios realizados en los ultimos seis meses

Segun los datos de este estudio, considerando el item de la encuesta que refiere a controles
y estudios ginecoldgicos realizados en los tltimos seis meses, se registré un muy bajo
porcentaje (7,4 %), lo que reflejaria la existencia de grupos significativos de mujeres con
mayor susceptibilidad y mas expuestas a factores de riesgo. Conocer los motivos por los
cuales las mujeres dejan de asistir a los controles médicos en el momento en que estos son
primordiales para su salud es un paso importante para revertir esas situaciones. En nuestra
realidad, uno de los motivos a considerar es la falta de médico especialista en ginecologia
en nuestro centro, como asi también la falta de equipos de diagnostico (ecografias,
mamografias, etc.), lo que obliga a las pacientes a viajar a Santa Fe Capital, y s6lo lo hacen

frente a la necesidad de un diagndstico, pero no asi para realizar sus controles periddicos.

Al respecto cabe mencionar que dentro de las practicas preventivas, la periodicidad en los

controles ginecolégicos es un aspecto fundamental para la prevencion del céncer. Sin
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embargo, la concurrencia de las mujeres a dichos controles disminuye al finalizar el
periodo fértil y con la edad, lo que coloca a las mujeres adultas en una situacion de mayor
vulnerabilidad. Segun este estudio se observo mayor frecuencia de asistencia a controles en
el Grupo 2 (de menor promedio de edad). Tal vez esta mayor preocupacion en las mujeres
de 20 a 30 anos de edad responda a una mayor concientizacién lograda a través de los
programas de salud sexual. Segin la Encuesta Nacional de Factores de Riesgo del 2013,
considerando la totalidad del pais, se registré un incremento desde el afio 2005 al 2013 en
la realizacionn de practicas preventivas, principalmente en lo referente a mamografias y
Papanicolau. Tal es asi que la realizacion de esta Ultima practica, en las mujeres de 25 a 65

afios se incremento de 60,6 % a 71,6 %32

o Mujeres fumadoras

En la totalidad de las pacientes estudiadas, se detectd6 un 36% de fumadoras. Esta cifra
resulta preocupante, dado que el tabaquismo representa uno de los factores de riesgo
reconocidos asociado al cancer cervicouterino, y ademas en las mujeres que optan por
anticonceptivos hormonales, eleva el riesgo de desarrollo de una enfermedad vascular
coronaria. Tal es asi que se ha demostrado que utilizar anticonceptivos hormonales en
distintas presentaciones (pildoras, parches o anillos) aumenta el riesgo de trombosis,

favoreciendo la aparicion de episodios cardiovasculares graves, como los infartos 23’

El tabaquismo constituye una epidemia a nivel mundial cuyas consecuencias nocivas en la
salud de las personas continuan en aumento. En el mundo mueren alrededor de 6 millones
de personas al afio por cuestiones relacionadas con el tabaco. Se estima que, de mantenerse
la tendencia de los indicadores de tabaquismo, para el 2030 la cantidad de muertes

asociadas ascendera a mas de 8 millones anuales en el mundo?°.

» Clasificacion de sintomaticas y asintomaticas: signos-sintomas mas frecuentes
manifestados en el estudio de base. Relacion con el EVBs detectado, levaduras

y trichomonas.

Cabe destacar que cerca de un 50 % de las pacientes asintomaticas evaluadas en este

estudio presentaron estados de disfuncion vaginal, lo que coincide con lo descripto en un

165,239

estudio previo de nuestro grupo®*® y por otros autores’ Por este motivo, resulta

imprescindible el estudio morfologico del contenido vaginal, independientemente de la
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presencia de sintomas, con el fin de detectar la disfuncion vaginal. Ademas cabe destacar
que aun en ausencia de sintomas, se detectaron levaduras en el EVB I (9,5%), lo que
probablemente se realcione con un estado de portacion, que no requiera de tratamiento
especifico. También cabe destacar la deteccion de trichomonas mediante BACOVA en
pacientes asintomaticas, que si bien resulté menos frecuente (1,4%) que lo detecte esta
metodologia, dada la baja sensibilidad de la microscopia en estas pacientes que presentan
un bajo mimero de parasitos, resulté de fundamental importancia su deteccion ya que
requiere de tratamiento especifico por tratarse una ITS

Dado que el valor predictivo positivo y negativo del diagndstico sindromico para distinguir

el estado de vaginosis o vaginitis no supera el 50 %2323

, €s importante efectuar el estudio
de los EVBs, ya que representa una herramienta diagnostica inicial de utilidad accesible a
los laboratorios de baja complejidad, que permite orientar la investigacion de la disfuncion
vaginal, independientemente de la presencia de sintomas. Con este criterio de clasificacion
en EVBs se genera un informe de laboratorio eficiente para asegurar el seguimiento
clinico-terapéutico racional de la disfuncion vaginal en el marco de la atencidon primaria de
la salud de la mujer.

Por otra parte, el elevado porcentaje de pacientes asintomaticas detectadas en el estudio de
base (63,7 %) refleja que muchos de los signos y/o sintomas no son reconocidos. Estas
pacientes estdn caracterizadas como asintomadticas porque no manifestaron sintomas o
signos evidentes en el momento de la consulta. Esto no elimina la posible actitud de
“acostumbramiento” a ciertos sintomas menores. La distribucion obtenida basada en el
cuestionario mostrd que en los EVBs alterados, en ausencia de levaduras y/o trichomonas,
la frecuencia y el tipo de signos y sintomas fue bastante similar, por lo que el diagnostico
sindromico basado exclusivamente en el examen clinico, como ya se ha demostrado
anteriormente®*®, tiene muchas causas de error y genera un alto grado de inexactitud. Sin
embargo, en los casos de vulvovaginitis candidiasica y tricomoniasis, se detectd asociacion
estadistica con signos y sintomas urogenitales, por lo que se puede concluir que el

diagnostico sindromico de estas dos entidades clinicas podria ser mas eficaz.

Por otro lado, cabe aclarar que la virulencia y la patogenicidad de las levaduras y
trichomonas estan estrechamente relacionadas con la presentacion de las formas clinicas de

la enfermedad en el hospedero humano.


http://www.elsevier.es/en-revista-revista-argentina-microbiologia-372-articulo-evaluacion-disfuncion-vaginal-mujeres-embarazadas-S0325754114700707#bib0005
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En relaciéon con la presencia de levaduras, se ha detectado unicamente asociacion
estadistica significativa con prurito. En la patogenia de la candidiasis la invasion epitelial
ocasiona la liberacién de una serie de sustancias (prostaglandinas, bradikinina) con
capacidad de inducir cambios inflamatorios a nivel local, y ello ocasiona edema, eritema,

prurito y un ligero incremento del flujo vaginal'>?.

En la patogenia de la Trichomonas vaginalis se demostrd que la infeccidn provoca una
agresiva respuesta inmune celular local con inflamacion del epitelio vaginal y del
exocervix, acompaifiada por lesiones hemorragicas. Esta respuesta inflamatoria induce una

gran infiltracion de leucocitos, incluyendo linfocitos CD4 y macrofagos 240,

Las trichomonas invaden y tienen la capacidad también de degradar inhibidores de
proteasas secretados por los leucocitos’*!. Todo ese evento generalizado se puede
visualizar en un cuadro clinico de variable intensidad, relacionado probablemente con el
namero y la virulencia del parésito, con la resistencia del huésped y con el valor de pH en

la vagina.

En este estudio cada paciente presentd varios sintomas y signos a la vez, y se detectd
asociacion estadistica con aumento de flujo (leucorrea), dispareunia, metrorragia, ardor,

dolor pélvico y disuria.

El cuadro clinico clésico, en las sintomaticas, descrito en la tricomoniasis con presencia de
leucorrea de tipo purulento, verdoso, espumoso, de olor fuerte e irritacion vaginal, no
siempre esta presente, y ha sido cuestionado en su sensibilidad y en su especificidad**!. Sin
embargo en este estudio, la leucorrea ha estado presente en el 100 % de las sintomaticas,
coincidiendo lo manifestado por las pacientes con el examen fisico. Lo que resultd variable
es el aspecto, dado que se han observado contenidos vaginales de color blanco, amarillo o

verde, espumosos, inodoros o de olor fuerte.

El ardor estuvo presente en el 92 % de las mujeres sintomaticas y, cabe considerar que es
una de las consecuencias de la irritacion genital, lo que también se ha podido corroborar
con el examen ginecologico**?. Como consecuencia de la irritacion, no se descarta su
asociacion con la dispareunia®*. La disuria detectada en el 60 % de las sintométicas es
también un dato relevante a considerar ya que se ha demostrado que este sintoma de

presentacion de la infeccion por trichomonas puede aparecer asociado a una
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endometritis™, y lo que podria justificar y relacionar el 29 % de metrorragia informada

por las pacientes infectadas, como asi también el 87,5 % del dolor pélvico.

> Dimension global del problema de la disfuncién vaginal: prevalencia de EVBs
previos a la anticoncepcion y deteccion de levaduras y trichomonas, en la

poblacion integral estudiada.

La distribucion de EVBs en este grupo de mujeres en edad fértil mostrd una dimension de
44,5 % de mujeres en edad fértil asintomaticas con algun grado de disfuncion vaginal.
Esta cifra resultod similar a la descripta por distintos estudios realizados en varias regiones

del pais, que refieren alrededor de un 50%.!25-238.239,

Del total de las pacientes estudiadas, un 25,1 % mostr6 un estado de vaginosis, incluyendo
MI (3,7 %) y VB (21,4 %), lo que indica que una de cada cuatro mujeres manifiesta una
alteracion funcional primaria tipica (sin RIV). A este grupo se debe agregar un 15,8 % de
mujeres con el estado de VMI, en las cuales a la disfuncion primaria (vaginosis, VN de 4 a
6 yde 7 a 10) se le ha agregado una respuesta inflamatoria significativa que indicaria en
mayor medida, un estado infeccioso vaginal y/o del tracto genital (cervical y/o superior) o,
en menor proporcion una infeccion del tracto urinario. Comparando con estudios similares,
en mujeres en edad fértil no embarazadas, la prevalencia de estados de VB detectada en
esta serie es coincidente con otros autores, ubicandose en el rango de 20 a 30%!4%150.181,
En la serie de mujeres con estado V de VMI (15,8 %), se debe diferenciar 4,7 % que
correspondieron a vaginitis inéspecifica y separarla de otras formas de vaginitis
convencionales con hallazgos habituales de patégenos tales como trichomonas
principalmente y en menor medida levaduras, consideradas mas adelante. La condicion
patdlogica mencionada en la literatura, que coincide con el estado de vaginitis inespecifica
segiin la metodologia BACOVA, es la vaginitis aerobica definida segiin los criterios
microscopicos de Donders y col***. Dichos autores evaluaron individualmente este
sindrome y detectaron una prevalencia global de 14,6%, correspondiendo un 7,5% a la

forma moderada a severa, similar a la obtenida en este estudio.

La diferenciacion del estado de vaginitis con VN 4-6 correspondiente tanto a la presencia

de morfotipos comensales aerdbicos como a microbiota intermedia, del VN 7-10 de

1 145,244

microbiota alterada, permite destacar coincidiendo con Donders y co , que se trata
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de dos condiciones diferentes. Es decir en este estudio al considerar las VMI sin patogenos
convencionales (4,7%), correspondieron 2,8% a VN de 4-6 con RIV a microbiota
intermedia y a la presencia de morfotipos comensales caracteristicos de la vaginitis
aerdbica, como S. agalactiae y ademas un 1,9% a VN de 7-10 con RIV, en los cuales
probablemente se produzca un grado de superposicion de vaginosis bacteriana y vaginitis
aerdbica. Esta ultima situacion mixta explicaria porque algunas mujeres con VB tienen
aumento de leucocitos y una descarga que no es homegeneamente gris y acuosa como la
que se genera en VB sola. Este estado de vaginitis inespecifica, indicador de un posible
desequilibrio marcado y persistente que aumenta el riesgo gineco-obstétrico, enfatiza la

necesidad de continuar su evaluacion.

La posibilidad de vaginitis atrofica es muy remota, pero en todos los casos de RIV
significativa se debe explorar en forma inmediata el origen de esa respuesta mediante
estudios especializados. Es entonces destacable que la vaginosis en sus dos variables (MI y
VB), tipica o en casos con RIV ya establecida, alcanz6 a una de cada dos de las mujeres

estudiadas en esta serie.

En relacion a las levaduras detectadas en este estudio (28,4%), solo 42,6% se asociaron
con RIV como tnico patogeno, con un EVB 11, las restantes podrian ser consideradas como

colonizantes de la microbiota normal.

La fortaleza de este estudio se basa en la homogeneidad social del grupo analizado, con un
promedio similar de actividad sexual en dos de los tres grupos estudiados. Esta situacion
resulto ideal para la comparacion de la influencia del método anticonceptivo usado sobre la
prevalencia relativa de los EVBs y la frecuencia ecoldgica de deteccion de levaduras. Sin
embargo, en el caso de trichomonas resulta diferente, ya que su presencia estd regulada por
conductas sexuales puntuales. Cabe destacar la mayor prevalencia de TV detectada en este
estudio (12,6 %) en relacion a cifras descriptas en poblacion general en el area del Gran
Buenos Aires y Capital Federal, donde las frecuencias oscilan entre el 2 % y el 3 %!2% 2%,

Asimismo, en este estudio también se detectd la portacion de trichomonas sin RIV en un

3,7% del total de las trichomonas detectadas.

Esta dimension elevada de disfuncion vaginal primaria (vaginosis) y vaginitis, asi como la

elevada prevalencia de TV, revelan la necesidad de revisar el protocolo de seguimiento de
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mujeres enroladas en los programas de controles de natalidad, con especial referencia a la

incorporacion del estudio del EVB en cada una de las visitas de control.

» Corte de prevalencia. Frecuencias relativas de EVBs en funcion del método

anticonceptivo utilizado durante tres y seis meses.

Cuando se analizaron las frecuencias relativas de EVBs en funcion del método
anticonceptivo utilizado después de tres y seis meses, el algoritmo diagndstico priorizo el
EVB que se detectd en cada caso independientemente del EVB anterior, y se analiz6
prolijamente y en forma comparada la influencia de los métodos anticonceptivos. Este
estudio demostrd que existen diferencias significativas en las frecuencias de los EVBs en
funcion de la utilizacion de tratamientos anovulatorios hormonales, preservativos, factores
de ritmo natural ovulatorio y el uso de implante de DIU.

Cabe destacar que el uso de cualquier anticonceptivo requiere de un consenso o
discrepancias de pareja, pero que en todos los casos el factor psicologico no puede dejar de
tenerse en cuenta, ya que estudios recientes demuestran su significativa asociacion con la
DV/125.180,181,190,194

El uso de ACO que posee accion directa sobre el mecanismo hormonal ovulatorio, genero
un aumento de mujeres con MN y disminuy6 la frecuencia de VB. Si bien se trata de un
factor “externo”, en realidad es un regulador de equilibrios hormonales. Estos resultados
también se vieron avalados por el estudio de los procesos de conversion.

Por otra parte, cabe aclarar que este estudio s6lo analizé la utilizacion de preservativos
masculinos, que representan el factor externo por excelencia. Sin embargo, su uso también
puede generar problemas que podrian alterar factores psicologicos con cierta continuidad.
Cabe destacar que su utilizacion, tanto a los tres meses como a los seis, determind una
influencia marcada sobre la MV, disminuyendo la frecuencia de EVB I de MN,
incrementando el EVB IV, y a los seis meses se detectaron efectos sobre la RIV,
evidenciados por el aumento de los EVB II y V. Estos resultados también se vieron
avalados con el andlisis prospectivo, donde la conversion a EVBs con RIV permitio
atribuir su influencia.

El sistema anticonceptivo por ritmo fue utilizado por un nimero reducido de casos; sin
embargo, las tendencias demostradas en relacion a la proteccion de la microbiota, tuvieron

niveles de significacion confiables, que avalan la hipdtesis planteada. Se trata de un factor
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no externo, en términos de la utilizacion de drogas o barreras, pero se asocia a factores
psicolégicos poco frecuentes de consenso de la pareja. Este estudio demostrd cierto nivel
de estabilidad de los EVBs, que también se pudo avalar con el andlisis prospectivo de los
procesos de convesion.

En relacion al DIU, que se trata de un factor externo con permanencia fisica por largos
periodos de tiempo, se detecté una tendencia al desbalance de la microbiota vaginal, es
decir una vinculacion con EVB de VB. Sin embargo, seria necesario incrementar el
niamero de casos para confirmar estos hallazgos.

La doble proteccion simultanea fue aceptada por solo tres pacientes del estudio, con lo cual

la baja frecuencia de utilizacion, no permitio su analisis.

> Reconocimiento de procesos de conversion en funcion del método

anticonceptivo, evaluados a los tres y seis meses del inicio.

Segtn los resultados de esta investigacion, se observd que el uso del ACO tendio a
proteger la microbiota normal, a la vez que fue capaz de disminuir la frecuencia de
vaginosis bacteriana. Dichos hallazgos, coincidentes con los resultados obtenidos en los
cortes de prevalencia y distribucion de frecuencia de EVBs por método anticonceptivo (3 y
6 meses) previamente mencionados, se pueden relacionar con el aporte hormonal del ACO,
reforzando la hipodtesis del factor estrogeno en la frecuencia de la disfuncion vaginal. Estos
resultados fueron similares a los descriptos por un reducido grupo de publicaciones que
hacen referencia a este tema y en las que ha sido analizado exclusivamente el efecto de
hormonas!'8% 181, 182,245, 246,247 " Cabe aclarar que este mecanismo de proteccion, que ha sido
demostrado tanto para las hormonas sexuales de produccion enddégena como para las de
administracion exdgena, ejerce su efecto sobre la mucosa vaginal a través de los receptores
celulares al estimular la multiplicacion del epitelio y, asi, garantizar una buena
concentracion de glucogeno en las células intermedias, como punto clave en la sobrevida
de los lactobacilos y en el mantenimiento de un pH protector?# 24,

Ademas, la hipotesis de esta investigacion también se ve avalada con estudios que han
documentado una importante actividad de bombeo de protones (por una H" - ATPasa) en la
membrana apical (luminar) de las células de los epitelios vaginal y cervical estimulada por
los estrogenos, la que disminuye en la menopausia, con el consecuente aumento del pH

vaginal’.
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Asimismo, Vodstreil et al.'®?

, ademas de plantear la influencia protectora de las hormonas
esteroides exdgenas en el ambiente vaginal, demostraron que mas del 50 % de las mujeres
que padecian VB recurrente luego del tratamiento con antibidticos de primera linea, al
recibir anticoncepcidon hormonal mostraron una mejora significativa en la recurrencia de
esta DV!82,

Los resultados de este estudio demostraron que no se produjeron diferencias significativas
en las mujeres con VB tratadas con antibioticos y ACO y las asintomaticas que solamente
iniciaron ACO. El fracaso del tratamiento de la VB con antibidticos probablemente sea
debido a desordenes hormonales sistémicos, o bien a una escasa efectividad de los
antibioticos por la formacioén de un biofilm vaginal®°.

Asimismo, cabe destacar que segun los resultados de esta investigacion, el uso del ACO
combinado favorecid la colonizacion por levaduras en las mujeres sanas, ya que se
detectaron tanto después de tres como de seis meses nuevas portadoras de levaduras que en
cerca de un 50 % no estuvieron asociadas a RIV, al igual que lo descripto por diferentes
autores !> 180, 182, 245, 247.249 * Ayn asi, no se puede descartar que esta colonizacion represente
un factor predisponente para la vulvovaginitis recurrente. La hipdtesis planteada sobre el
biofilm también podria explicar el motivo por el cual Candida spp. generalmente crece en
exceso cuando las bacterias estan dispersas y las células epiteliales estan expuestas, ya

que debe adherirse a las células para colonizar la vagina®?!

, lo que justificaria la baja
prevalencia de asociacion de levaduras y estados de VB?°,

El uso de preservativos masculinos generd conversion a EVBs con RIV (EVB 11 y V).
Estos resultados coinciden con la bibliografia que hace referencia a la presencia de
dermatitis vaginales, vulvovaginitis alérgicas e irritativas y estados inflamatorios asociados
al uso de preservativos, ya sea por la influencia del latex o por los espermicidas
(nonoxinol-9)*>2. Una mucosa vulvar no queratinizada, asi como la humedad en la que se
encuentra inmersa, favorecen la penetracion de agentes irritantes y alérgenos, lo que genera
estados tipicos de vaginitis con reaccion inflamatoria vaginal?>* 234,

Con respecto a la influencia del método del ritmo, aunque es actualmente considerado uno
de los métodos menos elegidos, se demostrdo en los seis meses una tendencia a la
proteccion de la microbiota vaginal normal, la que podria estar relacionada con que el
microambiente vaginal de estas mujeres se encuentra exclusivamente bajo la influencia

hormonal sistémica en la etapa ovulatoria, que favorece el desarrollo de los lactobacilos,

sumado, ademads, a que en el periodo de abstinencia sexual prolongada no hay exposicion
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local al semen y a leucocitos como modificadores del microambiente®*®. Sin embargo, seria
necesario incrementar el nimero de pacientes para confirmar estos hallazgos.

Por otra parte, en este estudio, con el seguimiento de las pacientes que seleccionaron el
método del DIU, se observd que las portadoras mostraron una tendencia al desbalance de
la microbiota vaginal en funcidon del tiempo, aunque resultaria necesario incrementar el
numero de casos para confirmar estos hallazgos. Resultados similares fueron descriptos por

180" quienes refirieron que los métodos de barrera alteran el ecosistema vaginal,

Gupta et al.
ya que representan un cuerpo extrafio con permanencia fisica por largos periodos de
tiempo. Madden et al.>>> demostraron que la incidencia de VB fue superior en las usuarias
de DIU en relacion con otros métodos, y detectaron una asociacidon positiva con los
sangrados vaginales irregulares y con una microbiota vaginal intermedia presente en la

implantacion del dispositivo.

» Identificacion de lactobacilos: validacion del método fenotipico (MALDI-TOF)

con el método genotipico.

De acuerdo con las teorias de ‘exclusion competitiva’ e ‘interferencia bacteriana’, cuando
los lactobacilos dominan, las técnicas independientes del cultivo han demostrado que la
vagina sana es habitualmente colonizada por una o dos especies dominantes de
Lactobacillus****%". Las especies estrechamente relacionadas dentro de este complejo son
dificiles de diferenciar por métodos fenotipicos, que explican la variacion en las especies

de lactobacilos referidas en diferentes estudios>®.

Se ha podido demostrar en este estudio,
a través de los patrones bioquimicos de fermentacidon de hidratos de carbono, que la
mayoria de las especies no se ha logrado diferenciar y por lo tanto, fue necesario completar
y confirmar con otras técnicas. Es decir que la fermentacion de hidratos de carbono no
permiti6 diferenciar L. gasseri de L. acidophilus, L. jensenii, L. crispatus y L. johnsonii, ni

tampoco la totalidad de las especies de L. jensenni pudieron ser diferenciadas de L. gasseri,

ni la totalidad de las especies de L. crispatus de L. acidophilus y L. gasseri.

En lo que respecta a la comparacion de MALDI-TOF MS con Rep-PCR genomic
fingerprinting para evaluar su utilidad en la identificacion de las especies de lactobacilos
vaginales, se logro un 100% de concordancia al identificar 84 aislamientos de lactobacilos.
Por lo anto, la espectrometria de masa resultdé un método confiable y rapido para identificar

las especies de lactobacilos vaginales, que puede ser implementada en la préctica clinica.
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Al realizar la comparacion con otros estudios que utilizaron estos dos métodos de
identificacion, sin tener en cuenta los distintos grupos de lactobacilos incluidos y las
muestras de origen, los porcentajes de concordancia fueron menores con respecto a los
obtenidos en este estudio. Tal es asi como Callaway et al., refirieron un 93 % de
concordancia en la identificacion de lactobacilos aislados de caries dentales, siendo L.
gasseri la Ginica especie coincidente con las evaluadas en este estudio®”. Asimismo,
Angelakis et al., relataron un 92 % de concordancia en la identificacion de lactobacilos
provenientes de alimentos probiéticos y yogures?®’ y Duskova et al., describieron un 74 %
de concordancia en la identificacion de lactobacilos de productos lacteos y carnicos?¢!.
Cabe aclarar que estos dos ultimos estudios hacen referencia a especies distintas de las

consideradas en este esudio.

Sin embargo, cuando se analizaron estudios que compararon estas dos metodologias para
la identificacion de lactobacilos vaginales, los porcentajes de concordancia fueron
similares. Tal es asi como, Anderson et al. describieron 97,4 % de concordancia en
aislados vaginales y 90,5 % en aislados de cavidad oral, evaluando especies como L.

gasseri, L. crispatus y L. jensenn, al igual que en este estudio®*

En relacion al inico aislamiento de L. johnsonni de este estudio, se observo concordancia
entre ambos métodos. A diferencia de lo publicado por Dec et al., quienes describieron que
MALDI-TOF produjo mas de un resultado de identificacion para el 11,5 % de aislamientos
examinadas (principalmente de la especie L. johnsonii). Cabe considerar que se requiere de
un mayor numero de aislamiesntos para concluir a cerca de la utilidad de la espectrometria

de masa en la identificacion de esta especie®®’.

Por ultimo, tanto la secuenciacion 16S rDNA como MALDI-TOF revelaron una nueva
especie en vagina, L. murinus, asociada con la microbiota vaginal, no descripta hasta el

momento en la literatura.

La excelente concordancia de la espectrometria de masa con el método genotipico se puede
atribuir al cumplimiento estricto en la preparacion de las muestras, que juega un papel
clave, principalmente en bacterias Gram positivas. Ademas cabe aclarar que para todos los
aislamientos, se considerd un resultado confiable en las identificaciones de género y

especie cuando al menos se obtuvieron los 2 mejores scores (> 1,70) midiendo la misma
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especie. Schulthess B et al. consideraron que se puede incrementar aiin mas el rendimiento
y mejorar las tasas de identificacion de especies del MALDI-TOF con la expansion de la

base de datos comercial, generando los propios espectros de referencia 6%

» Distribucion de las especies de lactobacilos segiin el método anticonceptivo

La distribucion de las especies de lactobacilos obtenida en este trabajo es coincidente con
reportes que describen como las especies mas frecuentes a L. crispatus, L.gasseri, L.
jensenii y L. iners. Particularmente en este estudio, las especies predominantes en toda la
poblacion analizada fueron L.gasseri, L. crispatus y L. jensenii, tal como lo describe la
literatura, aunque con algunas diferencias segin las mujeres estudiadas en diferentes partes

del mundo’®'!

. Sin embargo, cabe aclarar que los resultados obtenidos dependen de
técnicas sesgadas como el cultivo. 26% 266 267268 T 5 limitada capacidad del cultivo puede
ser el resultado de la combinacion 6ptima de nutrientes, temperaturas de crecimiento,
niveles de oxigeno disuelto o, potencialmente, la necesidad de cocultivar con socios
microbianos clave®®®. Inclusive algunas especies, como L. iners, se dificulta su

recuperaciom por cultivo y no desarrolla en los medios convencionales para lactobacilos

como agar Mann Rogosa Sharp.

Sin embargo, la mayor prevalencia de L. gasseri obtenida en este estudio en toda la
poblacion integral difiere de reportes que presentan un marcado predominio de L. crispatus

y menor frecuencia de L. gasseri y L. jensenii>®27% 27!,

Al analizar la distribucion de las especies segiin el método anticonceptivo se puede
destacar que en los grupos ACO y RIT, que marcan la influencia hormonal exdégena y
enddgena respectivamente, se obtuvo principalmente L. crispatus y L. gasseri, con
predominio del segundo. Sin embargo, cabe senalar que se detectd estabilidad del EVB 1
normal y una tendencia a la asociacion positiva de L. crispatus con ACO a los seis meses
de su inicio, comparable con estudios que evaluaron la influencia del ciclo menstrual y
sugieren consistentemente que los niveles de estradiol promueven el desarrollo de los

lactobacilos, en particular de L. crispatus*’> >,

En el grupo PRE se detect6 un ligero predominio de L. gasseri, a diferencia de lo descripto

1 274

por Ma et al.“”*, quienes hallaron una fuerte asociacion con L. crispatus.Sin embargo, seria

necesario incrementar el tamafio muestral para confirmar estos hallazgos.
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Cabe senalar que L. crispatus es capaz de acidificar el medio vaginal a pH de 4,0, mientras
que otros, como L. gasseri, alcanzan un pH que oscila entre 4,4 y 5,0°°627>, Ademas, mas
del 85% de los asilamientos de L. crispatus suelen ser fuertemente productoras de H>O, a

diferencia de los de L. gasseri, que solamente lo son en menos de un 50 % 27> 276277,

Dichas consideraciones califican a L. crispatus como una de las especies de mayor
proteccion. Tal como se menciond anteriormente, hay una fuerte asociacion con los

estrogenos?’>?7

, ¥y es entonces admisible reconocer la influencia de la estimulacion
hormonal sobre un ecosistema vaginal normal y saludable, lo que permitiria reducir el uso
indiscriminado de tratamientos antimicrobianos. Asimismo, en este trabajo se detectd que
la especie predominante en la microbiota recuperada después de un estado de vaginosis
bacteriana fue L. gasseri. Estudios actuales también relacionan a L. gasseri con una
microbiota menos protectora y con una mayor predisposicion a estados de vaginosis
bacteriana, dada su menor capacidad de disminuir el pH vaginal y de producir fuertemente

agua oxigenada®’® 27,

Las especies dominantes de Lactobacillus pueden diferir racial o geograficamente, pero el
principio de dominio numérico persiste, y es un importante mecanismo de defensa?> 2%,
El hallazgo de L. murinus en un porcentaje significativo destaca la relacion de especies con
diferencias geograficas. En nuestro caso, ocho de las diez portadores de esta especie son

trabajadores rurales de granjas lecheras y consumidores de leche no pasteurizada.

v" Relacién de la citologia exfoliativa con el estudio del contenido vaginal y

factores de riesgo.

La deteccion del proceso inflamatorio, vizualizado a través del recuento de leucocitos,
como asi también a través de alteraciones epiteliales, mas el estudio morfolégico integral
de la microbiota vaginal, han sido y son el gold standard en la DV y en la deteccion de
estadios proliferativos para la orientacion diagnostica. En este grupo, donde se ha evaluado
simultaneamente el contenido vaginal y la citologia cervical (PAP), se ha detectado un 57
% de estados de disfuncion vaginal (EVBs: II, III, IV y V) asociado a anomalias
inflamatorias en células de cuello y displasia cervical (LSIL y ASC-US). Este es un dato
que nos genera interrogantes: jafectacion y/o compromiso del cérvix como estructura

regional proxima?, ;causa o consecuencia?, ;disfuncidén en vagina y/o alteracion del



135

cérvix?. Se ha demostrado que la DV aumenta significativamente el riesgo de desarrollar
colonizaciones ectopicas por bacterias intestinales, ambientales, y por infecciones de
transmision sexual, y esto avala una clara vinculacién de estados alterados, infecciones
consecuentes y estructuras regionales comprometidas. Existen varios mecanismos por los
que estos agentes podrian estar implicados en el progreso de las lesiones neoplasicas
cervicales; indirectamente, mediante el aumento de la susceptibilidad del epitelio
inflamado a agentes cancerigenos o directamente, a través de la supresion de la inmunidad
mediada por células que permiten al patdogeno persistir, aumentar la vulnerabilidad del

huésped, facilitar e inducir reactivaciones virales en lesiones pretumorales®®’,

En este estudio al relacionar los estados de vaginosis bacteriana (IV) y vaginitis con
microbiota alterada (V) con los resultados de la citologia PAP, se observo que el 59,3 % y
el 64,7 % respectivamente se asociaron a citologias alteradas y, paralelamente, en un 11,1
% y enun 23,5 % repectivamente se detectd displasia cervical. A pesar del bajo numero
de casos, estas asociaciones indican cierta relacion, y de esta forma los estados de
microbiota alterada pueden tener un papel importante en el desarrollo de la displasia.
Uthayakumar, S. et al. ya en el afio 1998 lo planteaban como un interrogante®®!.
Posteriormente, diversos estudios han referido mayores prevalencias de VB, entre 25 a

60% en pacientes con VPH 2822%

. Asimismo, se ha demostrado que la vaginosis
bacteriana, altera el microambiente vaginal y por lo tanto ha sido identificada como
cofactor en la persistencia de una infeccion por VPH 28284 En coincidencia con dichos
autores, en este estudio se detectd una asociacion entre microbiota alterada (estados IV y
V) y displasia cervical. Si bien tres de los cinco casos con microbiota alterada
correspondieron a EVB V inflamatorio, en dos de ellos se detecté la presencia de
patégenos como trichomonas y Stresptococcus agalactiae que explicarian la presencia de

reaccion inflamatoria?®32%4, Es

importante destacar que VPH no se asocia a reaccion
inflamatoria, inclusive se incrementan las interleuquinas antiinflamatorias que generan
estados de inmunosupresion y que a su vez contribuyen a la evolucion de la displasia a

cancer?®3284,

Entre los factores de riesgo para la generacion de neoplasia intraepitelial cervical (CIN) y
el cancer de cuello uterino se han mencionado los antecedente de ITS vy, si bien en este
estudio el grupo es pequefio, el 100 % de las pacientes con resultados de PAP de LSIL-
lesion (CIN1) y ASC-US tenian antecedentes de ITS por Trichomonas vaginalis, Neisseria
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gonorrheae y Chlamydia tradhomatis. Entre las ITS, las infecciones causadas por VPH se
consideran la causa principal que incrementa la probabilidad de padecer cancer de cuello
de utero, pero se debe también considerar que muchas de las infecciones son mixtas
(coinfecciones con otras ITS) y que responden a ciertos comportamientos sexuales
particulares. Actualmente, se reconoce la importancia del diagndstico de VPH, el
conocimiento de su etiopatogenia, de su oncogénesis, pero es fundamental incluir la
investigacion de coinfecciones que pueden inducir reactivaciones virales en lesiones
pretumorales. La significativa incidencia y la prevalencia de ITS, que se puede explicar por
el cambio que ha tenido la conducta sexual en los ultimos afios, exige una mayor
consideracion. Este es un fenomeno globalizado relacionado con el inicio precoz de las
relaciones sexuales y con la promiscuidad en ambos sexos, lo que trae aparejado un mayor

nimero de parejas sexuales y, por ende, mayor transmisioén de infecciones 2% .

Cuando se analizan los antecedentes obstétricos, y en especial el aborto, se observo que
estuvo presente en un 50 % de las mujeres con LSIL-lesion (CINI) y en un 33,3 % con
ASC-US. Si bien se trata de un bajo numero de pacientes, 4 de 9 realizaron una
interrupcion del embarazo; como consecuencia probable, queda un epitelio de cuello
uterino erosionado, que puede estar relacionado con la displasia, o ser la puerta de entrada

o la causa de reactivacion del VPH?%°,

Si bien el nimero de embarazos no representd un antecedente relevante en este grupo de
estudio, es importante considerar que los embarazos llegados a término también
constituyen un riesgo, sobre todo en mujeres con mas de 3 a 5 hijos. Estudios han
demostrado que las mujeres con 2 hijos 0 mas tienen un riesgo mayor respecto de las
nuliparas de presentar lesion intraepitelial; luego de 4 hijos ese riesgo se triplica, después

de 7 se cuadriplica y con 12 aumenta en 5 veces>®’.

La mujer embarazada posee cierto grado de inmunosupresion, ademas del estado hormonal
necesario para el desarrollo del feto. Esto puede ser un elemento favorecedor del desarrollo
del cancer en general, incluso en mujeres que presentan uno o mas abortos, pues la funcion
inmunologica de vigilancia sobre las células que presentan transformacion neopldsica se
haya igualmente deprimida durante la consecuencia del embarazo y puede ocurrir pérdida

286

del control sobre el crecimiento de ellas Las laceraciones y los traumatismos

obstétricos, que se producen en los abortos y/o en los partos, afectan las fronteras normales
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y la relacion entre el epitelio endocervial y el exocervical. Incluso el riesgo aumenta si el

parto ocurre de forma distécica en el primer afio después del inicio de la vida sexual?®% 287,

Seis de nueve mujeres (66,9 %) con citologia alterada (L.SIL y ASC-US) correspondieron
a las que han tenido su primer embarazo entre los 14 y los 17 afos de edad, por lo tanto su
primer parto fue antes de los 18 afios e iniciaron la actividad sexual en la adolescencia
temprana. Si bien es un grupo pequefio, este resultado se explicaria porque los embarazos y
partos en las adolescentes, periodo durante el cual el epitelio estd en fase de transicion,

incrementan su vulnerabilidad®®®.

En referencia al tabaquismo, en este estudio 8 de 9 mujeres eran fumadoras y tenian
citologia PAP alterada. Haverkos®® plantea que el habito de fumar se asocia con una
frecuencia dos veces mayor de aparicidon de cancer de cuello uterino y se considera como
un factor de riesgo independiente para la aparicion de esta patologia. El mecanismo exacto
de como el cigarrillo puede llevar a la induccidon de CIN y a cancer de cuello uterino
todavia es desconocido aunque se han formulado varias teorias o mecanismos**°. Se han
sugerido algunos mecanismos moleculares de como el cigarrillo puede contribuir a la

carcinogénesis?®!

o formar parte de esta. Uno de ellos es la exposicion directa del
acido desoxirribonucleico (ADN) de las cé€lulas del epitelio del cuello a la nicotina y a la
cotinina, y el otro es la exposicion de los metabolitos resultantes de la reaccion de los otros
componentes del cigarrillo, como son los hidrocarbonados policiclicos aromaticos y las

aminas aromaticas, lo que produce efectos potencialmente mutagénicos>% 2!,

El moco cervical de las fumadoras contiene cantidades medibles de los componentes del
cigarrillo y sus metabolitos, tales como el Benzo(a)pireno (BaP), nicotina y sus derivados,
tales como la nitrosaminas 4-(metilnitrosamina)-1-(3-piridil)-1-butanona*?.
La sobrerregulacion del BaP sobre la amplificacion del genoma del VPH puede
incrementar la probabilidad de la integracion del VPH al genoma de la célula huésped®>.
El efecto a la exposicion a la nicotina a largo plazo podria afectar la proliferacion

celular, inhibir la apoptosis y estimular el VEGF con incremento de la microvascularidad.

Otros mecanismos que pueden explicar la carcinogénesis del cancer de cuello relacionada
al cigarrillo serian las anormalidades en los sistemas inmunes sistémico y celular de la
fumadora, que incluyen un desbalance sistémico sobre la produccion de pro-

y anticitoquinas inflamatorias, elevado numero de linfocitos T supresores/toxicos,
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supresion de la actividad de los linfocitos T, disminucion del numero de los linfocitos T
helper, disminucién del nimero de los linfocitos killer naturales y niveles bajos de otras

inmunoglobulinas diferentes a la E**,

Por ultimo, al evaluar antecedentes familiares de cancer de cuello uterino, 8 de 9 de las
mujeres estudiadas con citologia alterada (LSIL-lesion/CIN1 y ASC-US) sefialaron tener o

haber tenido un familiar con esta neoplasia.

El virus del papiloma humano es un importante factor de riesgo para el desarrollo de
cancer de cuello uterino. Como solo algunas mujeres infectadas desarrollan cancer, otros
factores deben ser importantes para el desarrollo de la enfermedad. Los estudios
epidemiologicos genéticos muestran que los factores genéticos contribuyen
significativamente al riesgo de enfermedad. La susceptibilidad genética a la exposicion
y/o a la infeccion del VPH parece ser importante para determinar el riesgo individual de
desarrollar este tipo de cancer inducido por virus?®’>. En este sentido, es importante el
haplotipo HLA (Human leukocyte antigen) de las mujeres, que puede favorecer o no la
presentacion antigénica de proteinas virales en las células infectadas?®. Los polimorfismos
de HLA al afectar la respuesta inmune frente al virus tienen un papel importante en la

susceptibilidad a las lesiones producidas por el VPH?*®.
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Del relevamiento epidemiolégico podemos concluir que esta pequeia localidad de
Santa Fe muestra una realidad social que no difiere demasiado de jurisdicciones
relegadas de nuestro pais. Se destacan como datos preocupantes: la temprana edad
de inicio de actividad sexual, patrones de fecundidad adolescente, antecedente
notable de abortos espontancos, antecedente considerable de ITS y elevado
porcentaje de fumadoras. En base a nuestros datos, se debe enfatizar la necesidad
de mejorar la calidad de las instancias de atencion y consejeria en salud sexual y

reproductiva.

Cerca de un 50% de las pacientes asintomaticas evaluadas en este estudio
presentaron estadios de disfuncion vaginal, motivo por el cual resulta imprecindible
el estudio morfologico del contenido vaginal independientemente de la presencia de

sintomas con el fin de detectar la disfuncion vaginal.

Respecto de la influencia de los métodos anticonceptivos, es de destacar que los
anticonceptivos orales combinados disminuyeron la frecuencia de vaginosis
bacteriana y corrigieron otros EVBs alterados, lo que sefiala una tendencia positiva
de proteccion, favoreciendo la presencia de una microbiota vaginal saludable.
Aunque se trate de un factor “externo”, en realidad constituye un regulador directo
del mecanismo hormonal y, por lo tanto, confirma la hipotesis del factor estrogeno

en la frecuencia de la disfuncién vaginal

El uso del ACO combinado favorecid la colonizacion por levaduras en las mujeres
sanas, ya que se detectaron tanto después de tres como de seis meses nuevas
portadoras de levaduras, pero solo aproximadamente un 50 % con RIV. Aun asi, no
se puede descartar que esta colonizacion represente un factor predisponente para la

vulvovaginitis recurrente.

El uso de preservativos masculinos se asocid a un incremento de contenidos
vaginales con RIV. Probablemente se relaciona al contacto del latex o de los
espermicidas con una mucosa vulvar no queratinizada y humedad que favorece la

penetracion de agentes irritantes y alérgenos.
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» Con respecto a la influencia del método del ritmo, aunque es actualmente
considerado uno de los métodos menos elegidos, el microambiente vaginal de estas
mujeres se encuentra exclusivamente bajo la influencia hormonal sistémica en la
etapa ovulatoria, que favorece el desarrollo de los lactobacilos. Ademas, en el
periodo de abstinencia sexual prolongada no hay exposicion local al semen y a
leucocitos como modificadores del microambiente. Sin embargo, seria necesario

incrementar el tamafio muestral para confirmar estos hallazgos.

» De la comparacion en la identificacion de los lactobacilos utilizando MALDI-TOF
MS con Rep-PCR genomic fingerprinting, el excelente grado de concordancia
obtenido califica a la espectrometria de masa como una herramienta confiable y
rapida que puede ser implementada en la practica clinica para caracterizar las

especies de lactobacilos vaginales.

» La distribucion de especies de lactobacilos obtenida en este trabajo fue coincidente
con reportes que relacionan una microbiota normal con lactobacilos, principalmente
L. crispatus, L. jensenii y L. gasseri como dominantes. La asociacion detectada en
el grupo ACO con L. crispatus, especie protectora de la disfuncion vaginal, ha
marcado una relacion hormonal, principalmente estrdégenica, que favorecio la
presencia de una microbiota vaginal saludable que permitiria reducir el uso
indiscriminado de tratamiento antimicrobiano. El hallazgo por primera vez de L.
murinus en vagina humana podria reflejar la influencia geografica sobre la

microbiota colonizante.

» En relacion con el estudio citologico cervical, a pesar del tamafio de este subgrupo,
los factores de riesgo analizados (antecedentes de ITS, antecedentes obstétricos,
partos en la adolescencia, hdbito de fumar y susceptibilidad genética) se mostraron
vinculados, en una importante proporcion, con LSIL-lesion/CIN1 y ASC-US. Estos
resultados los clasifica como probables cofactores del VPH, y marcan la
importancia de su evaluacion en la génesis del cancer de cuello uterino. Se detectd

una asociacion entre disfuncion vaginal y citologias cervicales alteradas.
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	La micosis vulvovaginal fue descrita por primera vez por JS Wilkinson en 1949, quien estableció una relación entre la existencia de hongos en la vagina y la aparición de una vaginitis. A partir de ese momento, los conocimientos fueron evolucionando pr...
	Dentro del grupo de vaginitis convencionales, es decir producidas por una agresión microbiana, la VVL constituye una de las patologías de mayor frecuencia en la mujer adulta en edad fértil con cifras que oscilan alrededor del 15% y se elevan aún más e...
	Un 75% de las mujeres presentan una infección candidiásica vulvovaginal en al menos una ocasión a lo largo de su vida; además, la mitad de ellas padece dos o tres episodios al año. En un 5 a 8% de las mujeres en edad reproductiva, se produce vulvovagi...
	En cuanto a la patogénesis de Candida, cobra importancia el proceso de adhesión. En este sentido, la capacidad de adhesión de C. albicans es superior a la de otras especies, y esto podría explicar la mayor frecuencia de esta especie en este tipo de in...
	Por otro lado, la gestación y la ingesta de anticonceptivos orales de alta dosis (ciertamente de escasa utilización en la actualidad) incrementan la tendencia a este tipo de infecciones. Otro factor que puede afectar la capacidad de adhesión de los ho...
	La micrboiota vaginal, constituida por lactobacilos, representa la barrera defensiva más importante frente a la infección candidiásica. Los lactobacilos actúan a tres diferentes niveles. En primer lugar, compiten con los hongos por los nutrientes; en ...

