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Introduccién: La microbiota vaginal es un complejo de microorganismos, que varia segin el nivel
estrogénico y factores externos que generen disfuncion vaginal (DV). Aunque los lactobacilos cons-
tituyen una linea de defensa contra la infeccién vaginal, sus distintas especies pueden contribuir de
manera diferente en dicha proteccidn. Objetivos: Evaluar la DV mediante los estados vaginales basicos
(EVB] y el estudio microbioldgico. Caracterizar las especies de lactobacilos y su capacidad protectora
delaDVendistintos grupos de riesgo. Materiales y Métodos: Estudio consecutivo y prospectivo de 658
pacientes sintomaticas y asintomaticas, clasificadas en los siguientes grupos: anticonceptivos ora-
les (ACO), preservativo (PRE], dispositivo intrauterino (DIU], embarazadas, menopdausicas sin terapia
hormonal de reemplazo, VPH positivas y control. Se les realizé toma de fondo de saco vaginal para es-
tudio de los EVB mediante BACOVA y cultivo en agar sangre y Tioglicolato modificado para trichomonas.
La identificacién de las especies de lactobacilos se realizé mediante pruebas convencionales, MALDI-
TOF y secuenciacién del gen ADNr 16S. Se midid la produccién de H,0; de las especies de lactobacilos,
mediante un ensayo semicuantitativo. Método estadistico: Test de Chi cuadrado y Fisher. Se consideré
significativo p < 0,05. Resultados: Se estudiaron 448 pacientes: 18 - 24 afos (n: 65), 25 - 50 afos (n:
186) y mayores de 50 afios (n: 118] y grupo control (n: 79]) y 210 pacientes embarazadas: coloniza-
das por EGB (n: 37), con candidiasis (n: 25], colonizadas con EGB y con candidiasis (n: 15) y grupo
control no colonizadas (n: 133). La VB fue la patologia mas prevalente en todos los grupos etarios.
Un 45,0 % del grupo VPH de 18 - 24 afios presentaron DV. En aquellas que utilizaron ACO predomind la
microbiota lactobacilar: 18 - 24 afios (65,2 %) y 25 - 50 afios (67,6 %), al igual que las que utilizaron
preservativo de 25 - 50 afios (62,7 %). Un 40,7 % del grupo con DIU de 25 - 50 afios presentaron DV. Un
20,2 % de las pacientes menopdusicas presentaron DV, con una prevalencia de microbiota lactobaci-
lar de 43,4 % (p < 0,01). Se identificaron 78 % de aislamientos de lactobacilos: L. crispatus (n: 68, L.
gasseri [n: 56) y L. jensenii (n: 54). Pacientes menopausicas presentaron mayor prevalencia de L.
gasseri respecto de todos los grupos (p < 0,01). Los grupos ACO y PRE mostraron mayor prevalencia
de L. crispatus al igual que el control respecto de las menopausicas (p < 0,01). El grupo VPH mostré
menor prevalencia de L. crispatus respecto del control (p = 0,01) y similar a las pacientes menopdu-
sicas y mayor prevalencia de L. gasseri respecto de ACO y PRE (p= 0,04 y 0,02 respectivamente]. Las
pacientes embarazadas con candidiasis y las colonizadas con EGB mostraron mayor prevalencia de
L. gasseri (37,8 % y 40 % respectivamente] que las no colonizadas. Las pacientes embarazadas con
candidiasis y colonizadas con EGB no presentaron L. crispatus y mostraron mayor prevalencia de L.
gasseri (66,6 %). Un 96 % de los aislamientos de L. crispatus produjeron fuertemente H»05, a diferen-
cia de los de L. gasseri que ninguno fue productor fuerte (p < 0,0001). El método MALDI-TOF demostrd
excelente concordancia con la secuenciacién del ADNr 16S. Conclusiones: Se observé DV en los distin-
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tos grupos de riesgo, asociada a levaduras y/o VB, resaltandose el efecto protector de L. crispatus en
ACO y preservativo y en este Ultimo con reaccion inflamatoria. Contrariamente, las pacientes con VPH
y con DIU mostraron una tendencia a desarrollar DV, en coincidencia con la disminucién de L. crispatus
y elaumento de L. gasseri. En la menopausia predoming L. gasseri, especie relacionada con la predis-
posicién a DV. En las pacientes embarazadas no colonizadas predomino L. crispatus, mientras que en
las colonizadas por EGB y/o con candidiasis predomino L. gasseri asociado a estos microorganismos
de origen intestinal.

Palabras clave: disfuncién vaginal, estados vaginales basicos, especies de lactobacilos, grupo eta-
rio, embarazo, anticoncepcién, virus del papiloma humano.

Abstract

Introduction: The vaginal flora is a complex of microorganisms which varies according to the estro-
genic level and external factors that generate vaginal dysfunction (VD). While lactobacilli constitute
a line of defense against vaginal infection, their different species can contribute differently in such
protection. Objectives: To evaluate the VD by the basic vaginal states (BVS] and the microbiological
study, and characterize the species of lactobacilli and their protective capacity against VD, in different
risk groups. Material and methods: Consecutive, prospective study that included 658 symptomatic
and asymptomatic patients. Patients were classified in the following groups: oral contraceptives (0CJ,
condoms (CO0J, intrauterine device (IUD), pregnant and menopausal patients (no hormone replace-
ment therapy, no contraception], human papillomavirus (HPV] - positive and controls. All patients
underwent clinical examination and took vaginal fornix to study BVS by BAVACO and culture on blood
agar and modified thioglycolate medium for trichomonas. The species of lactobacilli were identified
by conventional tests, MALDI-TOF and 16S rDNA gene sequencing. The production of H,0; by different
species of lactobacilli was measured by a semiquantitative test. Statistical method: Chi square test
( 2) and Fisher. P < 0.05 was considered significant. Results: The patients studied (n: 448) were 18 -
24 years old (n: 65), 25 - 50 years old (n: 186), 50 years old or older (n: 118) and a control group (n:
79. Also, 210 pregnant patients were studied: colonized by GBS (n: 37], with candidiasis (n: 25), colo-
nized with GBS and candidiasis (n: 15) and control non-colonized group (n: 133). Bacterial vaginosis
was the most prevalent pathology in all age groups. The HPV patients of the 18 - 24 age group showed
VD of 45.0 %. In patients who used OC, a predominance of lactoacillar microbiota was observed (65.2
%) in the 18 - 24 age group and (67.6 %) in the 25 - 50 age group, like those who used CO of 25 - 50
years (62.7 %) with inflammatory reaction. Patients who used IUD of the 25 - 50 age group showed VD
of 40.7 %. Also, 20.2 % of menopausal patients had VD and the prevalence of lactobacillar microbiota
was 43.4% (p < 0.01). About 78 % isolates of lactobacilli were identified: L. crispatus (n: 68), L. gasseri
(n: 56) and L. jensenii (n: 54). Menopausal patients had higher prevalence of L. gasseri with respect
toall groups (p < 0.01]. The CO and OC groups showed higher prevalence of L. crispatus like the control
with respect to menopausal patients (p < 0.01). The HPV group showed lower prevalence of L. crispa-
tus with respect to the control (p=0.01]) and similar to menopausal patients and higher prevalence of
L. gasseri with respect to 0C and CO (p= 0.04, 0.02 respectively). Pregnant patients with candidiasis
and the ones colonized by GBS showed higher prevalence of L. gasseri (37.8 % and 40 % respectively)
compared to non-colonized. Pregnant patients with candidiasis and colonized with GBS did not pres-
ent L. crispatus and showed higher prevalence of L. gasseri (66.6 %). Ninety-six percent of L. crispatus
isolates were strong producers of H,0,, unlike L. gasseri isolates, none of which were strong producers
(p < 0.0001). The MALDI-TOF method showed excellent agreement with 16S rDNA sequencing. Conclu-
sions: VD was observed in the different risk groups associated with the presence of BV and/or yeasts,
highlighting the protective effect exerted by L. crispatus in OC and CO and in the latter with inflam-
matory reaction. In contrast, patients with HPV infection and IUD showed a tendency to develop DV,
coinciding with a decrease in L. crispatus and an increase in L. gasseri. Menopause patients showed
predominance of L. gasseri, species related to the predisposition to VD. L. crispatus predominated in
pregnant patients non-colonized, while in the GBS colonized ones and/or with candidiasis predomi-
nated L. gasseri associated with these intestinal-origin microorganisms.

Key words: vaginal dysfunction, basic vaginal states, Lactobacillus species, age group, pregnancy,
contraception, human papilloma virus.
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Introduccién

La microbiota vaginal es un complejo sistema de microorga-
nismos relacionados entre si y en permanente equilibrio que
varfa desde el nacimiento, con un predominio de lactobacilos
en la primera semana de vida, hasta la menarca, caracteriza-
da por la presencia de microbiota intermedia correspondiente
a bacterias de localizacién intestinal y de piel. En la pubertad,
como consecuencia de la maduracién estrogénica, la vagina
normal contiene mas de 18 de especies de lactobacilos, con
un franco predominio de Lactobacillus crispatus, L. gasseriy L.
jenseniiy, en menor proporcién, una gran variedad de especies
de bacterias aerébicas y anaerdbicas e inclusive de levadu-
ras [1]. Esta microbiota vuelve a alterarse en la menopausia,
asemejandose a la etapa preplber con predominio de bacilos
gram negativos [2]. La falta de lactobacilos en la mucosa va-
ginal favorece el desarrollo de oportunistas y el desarrollo de
vaginosis bacteriana y mayor riesgo de contraer infecciones de
trasmisién sexual como el virus de la inmunodeficiencia huma-
na (VIH]) [2].

Se ha determinado, desde hace tiempo, que las bacterias
productoras de acido lactico (LAB) son las encargadas de
mantener en equilibrio la microbiota vaginal, evitando asf las
infecciones del tracto genitourinario. En las mujeres adultas
sanas, el pH es de 4,5 y a su vez las especies predominantes
de lactobacilos mantienen el pH bajo a través de su actividad
de fermentacidn, la que protege el drea contra la invasién de
microorganismos indeseables [3]. La produccién de acido lac-
tico se considera que es el principal mecanismo de proteccién
contra las infecciones vaginales; aunque, algunas especies de
lactobacilos producen también peréxido de hidrégeno (H20;).
Sin embargo, existen discrepancias con respecto al efecto
protector del H,0; sobre el microambiente vaginal, ya que se
ha podido comprobar que las diferentes especies y, mas aun,
cepas de la misma especie de lactobacilos difieren en la capa-
cidad de produccién del mismo [4,5].

Otro de los temas importantes para tener en cuenta de la
microbiota vaginal es que se ha demostrado que es regi6n es-
pecifica, es decir que varfa segun la poblacién de mujeres que
se estudie, no s6lo con respecto al grupo etario sino de laregién
donde habitan [6]. De alli radica la importancia de determinar
las poblaciones de lactobacilos especificas de la Argentina.

En la menopausia existen grandes cambios en las células
epiteliales como disminucién del glucégeno, que podrian con-
tribuir a la comprensién de los mecanismos generales de la
colonizacién por microorganismos asociados a la vaginosis
bacteriana (VB) [7].

El concepto clinico de disfuncion vaginal (DV] abarca un
numero elevado de sindromes, y se ha demostrado en estu-
dios previos la dimensién alarmante de los mismos, dado que
un 68% de las mujeres asintomaticas en edad fértil mostraron
indicadores indubitables de un estado anormal del contenido
vaginal, revelando alteraciones generadoras de disfuncién de
lavagina [8].

El origen de la DV puede responder a factores etiol6gicos
sistémicos o a factores externos, entre los que se incluyen los

procesos infecciosos y en ese contexto se debe considerar la
influencia de los anticonceptivos. Se han detectado diferencias
en las frecuencias de los sindromes de DV en funcién del tipo de
anticoncepcién utilizado, a saber, anticonceptivos orales com-
binados, implante de dispositivo intrauterino (DIU) o preserva-
tivos [8,9]. Si bien existen reportes acerca del efecto de méto-
dos anticonceptivos sobre la microbiota, en el pais hay muy
pocos estudios disefiados en una comunidad medianamente
uniforme que hayan investigado la influencia que ejercen cada
uno de estos métodos sobre la microbiota vaginal y sobre los
lactobacilos en particular [10]. Tampoco es bien conocido el
impacto que ejerce el virus del papiloma humano (VPH] sobre
la microbiota vaginal.

El embarazo se asocia a un gran ndmero de infecciones del
tracto genital relacionadas con complicaciones perinatolégi-
cas [11,12]. Por otra parte, cabe aclarar que durante el em-
barazo se producen cambios hormonales como el aporte de
estrégeno, que influyen en la microbiota lactobacilar. Teniendo
en cuenta la publicacion de Perazzi et al. [11], quienes descri-
bieron una mayor prevalencia de candidiasis en las pacientes
colonizadas con EGB, seria importante estudiar las diferentes
especies de lactobacilos en dichas pacientes.

Los objetivos de este trabajo fueron: evaluar la DV median-
te los estados vaginales basicos (EVB) a través de la metodo-
logia del balance del contenido vaginal (BACOVA) y el estudio
microbiolégico, caracterizar las especies de lactobacilos y de-
terminar su capacidad protectora de la disfuncion vaginal en
los distintos grupos etarios y subgrupos de riesgo y evaluar la
utilidad de diferentes metodologias en la identificacién de di-
chas especies.

Materiales y métodos

Se realizé un estudio consecutivo, prospectivo, experi-
mental, transversal y de prevalencia, en el cual se incluy-
eron pacientes mayores de 18 afios, con inicio de relaciones
sexuales, que presentaron, o no, sintomas al momento de la
consulta; atendidas en la Divisidn Ginecologia del Hospital,
entre octubre del 2013 y noviembre de 2016.

Este trabajo fue aprobado por el Comité de Etica del Hos-
pital y todas las pacientes dieron su consentimiento infor-
mado. La poblacién estudiada se clasificé en los siguientes
grupos:

1) Control: en edad fértilde 18 a 49 afios noincluidas
en los otros grupos

2] Pacientes que utilizaron anticonceptivos orales
(ACO)

3] Pacientes que utilizaron preservativo (PRE)

4] Pacientes que utilizaron DIU

5) Pacientes con lesiones causadas por el virus del
papiloma humano (VPH]

6) Menopdusicas sin tratamiento hormonal de reem-
plazo (THR], sin VPH y sin método anticonceptivo

7) Pacientes embarazadas colonizadas y no coloni-
zadas por EGB y/o con candidiasis.

Los diferentes métodos anticonceptivos fueron utiliza-
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dos por las pacientes por un periodo mayor a 6 meses.

Asimismo, los distintos grupos de riesgo se estratificaron
por grupo etario para el analisis de los resultados.

Los criterios de exclusion fueron: uso de antibiéticos (ATB)
locales o sistémicos dentro de los 15 dias previos ala consul-
ta, malformaciones genitales, pacientes en tratamiento con
corticoides o quimioterapia, sininicio de relaciones sexuales,
quienes no tengan abstinencia sexual dentro de las 48 horas
previas al estudio, pacientes inmunocomprometidas con co-
lagenopatias, vasculopatias y/o transplantadas.

Atodas las pacientes se les realizé examen clinico y toma
de fondo de saco vaginal para el estudio microbiolégico por
metodologia convencional y estudio de los EVB mediante
BACOVA.

El estudio microbiolégico del contenido vaginal incluyé
los siguientes examenes:

1. Extendidos para coloracién de Gram y May-Grun-
wald Giemsa prolongado.

2. Observacién en fresco con 1 ml de solucién fisi-
oldgica SF).

3. Determinacién de pH de la secrecién vaginal.

4. Observacion en fresco con 1 mlde KOH al 10% y
prueba de aminas.

5. Cultivo en medio liquido (Tioglicolato modificado)
para I. vaginalis, con incubacion de 7 dias a 37°C
en atmdsferade 5% de CO, [13].

6. Cultivo en agar base Columbia con 5 % de sangre
humana y en agar Man Rogosa con incubacién
de 48 horas, a 37°C en atmoésfera de 5% de CO,
conservando la muestra en medio de Stuart.

La deteccién de candidiasis se realizé a través de la ob-
servacion en fresco con solucién fisioldgica (SF) y con KOH al
10 %y por cultivo en agar Sabouraud y agar sangre.

La investigacién de T. vaginalis se realizé a través de la
observacién microscépica directa con SF, la coloracién de
May-Grunwald Giemsa prolongado y el cultivo en tioglico-
lato modificado [13,14]. El diagnéstico de VB se realizé uti-
lizando el criterio de Nugent cuando el score fue > 7 [15] y
el criterio de Amsel, es decir, la presencia de 3 0 mas de los
siguientes criterios [16]:

— Observacién de clue-cells en |a coloracién de Gram
(célula cubierta con bacilos cortos gram negati-
vos y/o alteracidn de la morfologia celular).

-pH=4,5.

— Prueba de aminas positiva.

— Descarga vaginal fina y homogénea.

En el caso de las pacientes asintomaticas, el diagnéstico
de VB se efectud solamente utilizando el criterio de Nugent.

El estudio del BACOVA, incluyd el analisis morfoldgico del
contenidovaginal en funcién de larelacién del valor numérico
(VN) yla reaccidn inflamatoria vaginal (RIV), identificandose
cinco EVB: microbiota normal (1], microbiota normal més re-
accién inflamatoria (11}, microbiota intermedia (111, VB (IV) y
vaginitis microbiana inespecifica (V) (Fotos 1 a 5] [17]. El
valor numérico se determind evaluando los diferentes mor-

fotipos en la coloracién de Gram segun el criterio de Nugent
[15]. La cuantificacién de leucocitos se evalué mediante tin-
cién de May-Grunwald Giemsa y se expresé como nimero de
leucocitos por campo [400X] calculando el recuento medio
de leucocitos dentro de 10 campos microscépicos no adya-
centes [17].

La investigacioén de la portacién de estreptococo gru-
po B (EGB] se realizd en hisopado anal e introito vaginal en la
semana 35 a 37 de embarazo. Ambos hisopos se sembraron
en caldo Todd Hewitt suplementado con colistina (10 pg/ml)
y acido nalidixico (15 pg/ml). Luego de 24 horas de incuba-
cién a 37°C se realizaron subcultivos en agar cromogénico,
con posterior incubacién a 37°C en atmésfera de 5 % de C02
durante 48 horas. Las colonias compatibles con EGB se iden-
tificaron con las pruebas bioquimicas convencionales.

Para el aislamiento de las distintas especies de lacobaci-
los se utiliz6 el agar sangre y el agar Man Rogosa y la iden-
tificacion se efectud por medio de pruebas convencionales
basadas en la fermentacion de hidratos de carbono [18],
mediante Espectrometria de Masa BD™ Bruker MALDI-TOF
(Desorcién/lonizacién Laser Asistida por Matriz, con detec-
tor de iones por Tiempo de Vuelo], utilizando una base de
datos que incluyé més de 90 especies de lactobacilos, con-
siderando un score = 1,7 para nivel de especie [19], através
de secuenciacién del gen ADNr 16S (método de referencia)
[20].

Se midié la produccién de H,0; por parte de las diferentes
especies de lactobacilos, mediante un ensayo semicuantita-
tivo (Merckquant Peroxide Test), expreséandose los resulta-
dos en los siguientes rangos: negativo, 1-3,3-10y 10- 30

Para comparar las prevalencias de los EVB y de las espe-
cies de lactobacilos en los distintos grupos etarios y subgru-
pos de riesgo se utilizé el test de Chi cuadrado (2] y el test
de Fisher.

Foto 1: EVB |.- MICROBIOTA NORMAL (MN): Lactobacilos: ob-
servacién en la coloracion de Gram (1000X) del contenido
vaginal.
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Foto 2. EVBI.-MICROBIOTA NORMALCON REACCION INFLAMA- Foto 3. EVB III.-MICROBIOTA INTERMEDIA (MI): Lactobacilos
TORIA (MN+RIV]: Levaduras con pseudohifas: observacion y morfotipos compatibles con anaerobios): observacion en
en la coloracién de Gram (1000X] del contenido vaginal. |a coloracién de Gram (1000X] del contenido vaginal.

- T aas ¥
- - -

Foto 4. EVB IV.-VAGINOSIS BACTERIANA (VB]: Morfotipos Foto 5. EVB V.-VAGINITIS MICROBIANA INESPECIFICA (VMI):
compatibles con anaerobios): observacién en la coloracién Morfotipos bacterianos extrafios: corineformes): observa-
de Gram (1000X]) del contenido vaginal. cién en la coloracion de Gram (1000X] del contenido vaginal.

Resultados

Se estudiaron 448 pacientes no embarazadas, quienes
se dividieron en 3 grupos etarios, de 18 a 24 afios (n=65],
de 25 a 50 afios (n= 186) y mayores a 50 afios (n= 118]
y en un grupo control (n= 79]. En los 3 grupos etarios se
observé un predominio de pacientes asintomaticas con
prevalencias para los grupos de 18 a 24 afios, 25 a 50 afios
ymayores de 50 afios de 72,3 %,69,9%y 86,4 %, respectiva-
mente. También se estudiaron 210 mujeres embarazadas
divididas en tres grupos, colonizadas por EGB (n=37], con
candidiasis (n=25), colonizadas con EGB y con candidiasis
(n=15) y en un grupo control no colonizadas (n=133].

La distribucién de los EVB en cada grupo etario y en el
control, correspondientes a las pacientes no embarazadas,
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Tabla I. Distribucién de los estados vaginales basicos (EVB) seglin cada grupo etario y en el control

18-24 afios 25-50 anos >50 aflos Control
GRUPO DE ESTUDIO (n=65) (n=186) (h=118) (n=79)
I 27,0 41,6 79,0 42.5 72,0 61,0 41,0 51,9
Il 8,0 12,3 45,0 24.2 20,0 16,9 11,0 13,9
I 3,0 4,6 6,0 3.2 2,0 1,7 50 6,3
v 13,0 20,0 29,0 15.6 14,0 11,9 14,0 17,7
\% 14,0 21,5 27,0 14.5 10,0 8,5 8,0 10,2
65,0 100 186 100 118 100 79 100

se observa en la tabla |. Las prevalencias de EVB de desbal-
ance del contenido vaginal (lIl, IV y V] (DCV] en el grupo de
18 a 24 afos, de 25 a 50 afios y mayores de 50 afios fueron
similares a las prevalencias de EVB con microbiota normal
(1y 1) respecto del control, no encontrandose diferencias
estadisticamente significativas (p= 0,20; 0,98 y 0,08, re-
spectivamente).

La distribucién de los patdgenos (levaduras, VB y tricho-
monas) segun los EVB en cada grupo etario y en el control
se observa en la tabla ll. La VB se asocié exclusivamente
alos EVB IV y V en todos los grupos etarios y en el control.
Las levaduras se asociaron principalmente al EVB | en todos
los grupos etarios y en el control y en menor medida a los
EVB Il alV, enlos grupos de 18 a 24 afios y de 25 a 50 afos.
Tanto el grupo de 18 a 24 afios como los grupos de 25 a 50
y mayor de 50 afos presentaron mayores prevalencias de
VB (41,5 %; 25,8 %y 19,5 %) que de levaduras (18,4 %; 14,0%
y 7,6%), respectivamente, resultando estas diferencias es-
tadisticamente significativas para todos los grupos etarios
(p =0,01). La distribucién de los patégenos (levaduras, VB

ytrichomonas) segtin BACOVA y cultivo en cada grupo etario
y en el control se observa en la tabla Ill.

Un 45,0 % de las pacientes con VPH del grupo de 18 a 24
anos, presentaron algin grado de desbalance del contenido
vaginal. Sin embargo, ninguno de los grupos etarios de pa-
cientes con VPH, presentaron diferencias estadisticamente
significativas entre los EVB de desbalance y los EVB con mi-
crobiota normal al comparar con el grupo control (p = 0,55;
p=0,65;p=0,21, respectivamente) (Tabla IV).

Al analizar la influencia de los ACO se observé un predo-
minio de microbiota lactobacilar (65,2 % en el grupo de 18
a 24 anosyb67,6%enelgrupode 25a50 afios), no encon-
trandose diferencias estadisticamente significativas entre
los EVB con microbiota lactobacilar y los EVB de desbalance,
al comparar con el grupo control (p = 0,81 y 0,94, respec-
tivamente]) (Tabla V).

Las pacientes que utilizaron PRE mostraron prevalencias
de EVB de desbalance del contenido vaginal en el grupo de
18 a 24 afios de 61,9 % y en el de 25 a 50 afios de 38,4 %,
no mostrando diferencias significativas entre los EVB de

Tabla II. Distribucién de levaduras, vaginosis bacteriana y trichomonas segun los estados vaginales basicos (EVB] en cada

grupo etario y en el control.

LEVADURAS

18-24 afos 25-50 afos
(n=65) (n=186)

Control
(n=r9)

>50 afos

(n=118) (n=65)

VAGINOGSIS BACTERIANA

18-24 anos 25-50 afos
(n=186)

TRICHOMONAS

18-24 afos 25-50 afos
(n=65) (n=186)

Control
(n=r9)

>50 afos
(n=118)

Control
(n=79)

>50 afos
(n=118)

5|77 7 (38| 7 (59| 8 |10,1| O 0 0

0 0 0 0 1 (16| 0 0 1109 0 0

It 3146 5|27 2 |47 3 38| 0 0 0

v 1 (15] 4 (21| 0 0 3 |38| 13|20,0| 28 |151] 15 (12,7 15190 1 [ 16| O 0 0 0 0 0
v 3 146| 8 |43| 0 0 3|38 14|215/ 20 (107 8 | 68| 7 |88 2 |31 1 [05]| O 0 0 0
Total | 12 | 18,4 26 | 140 9 | 76| 17 |21,5( 27 |415| 48 |258| 23 [19,5| 22 (278 4 | 63| 1 | 05| 1 [09]| 1 | 13
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Tabla lll. Prevalencia de levaduras, vaginosis bacteriana y trichomonas segin BACOVA y cultivo en cada grupo etario y en el

control.

18-24 anos
(n=65)

PATOGENO

BACOVA Cultivo BACOVA

25-50 afos
(n=186]

Control
(n=79)

>50 afios
(n=118)

Cultivo BACOVA Cultivo BACOVA Cultivo

Levaduras | 12 |18,4| 17 |26,1| 26 |140| 35 (188 9 | 76 | 9 /6 | 17 |[21,5] 19 | 24,0
VB | 27 |415]| 27 [415]| 48 [258| 48 |258| 23 [19,5| 23 |195| 22 |27,8| 22 | 27,8
Trichomonas 4 |61 4 |61 1 05| 2 11 1 108 1 108 1 1,3 2 2,5

» 2VB:vaginosis bacteriana

desbalance y los EVB con microbiota lactobacilar en ambos
grupos (p=0,06y0,81, respectivamente), al comparar con
el grupo control (Tabla VI). Las pacientes que utilizaron este
método se asociaron a EVB con reaccién inflamatoria en
41,7 %y 40,4 % en los grupos de 18-24 afios y 25-50 afios
respectivamente.

Las pacientes del grupo de 25 a 50 afios que utilizaron
DIU mostraron prevalencias de EVB de desbalance del con-
tenido vaginal de 40,7 %, Sin embargo, estas pacientes no
mostraron diferencias significativas entre los EVB de des-
balance y los EVB con microbiota normal al comparar con el
grupo control (p=0,74] (Tabla Vil).

Las pacientes menopausicas que no utilizaron ningin
método anticonceptivo, ni presentaban VPH, ni recibian THR
(n=99], presentaron estados de desbalance del contenido
vaginal en 20,2 %, no encontrandose diferencias estadisti-
camente significativas entre los EVB de desbalance y los
EVB con microbiota normal al comparar con el control (p =
0,05] (Tabla VIll). La prevalencia de microbiota lactobacilar
en este grupo fue de 43,4 %, la que resulté estadisticamente
significativa respecto del control (p =0,01) (Tabla IX).

Se identificaron 195/250 (78 %) de aislamientos de lac-
tobacilos predominando L. crispatus [n = 68]), L. gasseri [n
=56] y L. jensenii (n = 54) en toda la poblacién de pacien-
tes no embarazadas. En la Foto 6 se visualiza la morfologia

de L. crispatus, L. jensenii y L. gasseri en la coloracién de
Gram. Las pacientes menopdusicas presentaron mayor
prevalencia de L. gasseri respecto de todos los grupos y del
control (p < 0,01). Los grupos ACO y PRE mostraron mayor
prevalencia de L. crispatus al igual que el control respecto
de las menopausicas (p < 0,01). El grupo VPH mostré menor
prevalencia de L. crispatus respecto del control (p=0,01] y
similar a las pacientes menopausicas y mayor prevalencia
de L. gasseri respecto de ACO y PRE (p= 0.04; 0,02 respec-
tivamente]) (Tabla X].

Por otra parte, en todas las pacientes embarazadas se
identificaron 210 especies de lactobacilos, predominando
L. gasseri (n=61),L. crispatus (n=59) yL. jensenii (n=56).
La totalidad de las pacientes embarazadas presentaron
menor prevalencia de L. crispatus (28,1 %) en comparacidn
al grupo control de pacientes no embarazadas (55,0 %), en
forma estadisticamente significativa (p < 0,01). En concor-
dancia con esta disminucion, se observo una tendencia a
presentar una mayor prevalencia de L. jensenii (26,7 %) en
comparacién al grupo control de pacientes no embarazadas
(15,0 %), aunque no resulté estadisticamente significativo
(p=0,08]. La prevalencia de L. gasseri fue similar entre las
pacientes embarazadas y el grupo control (29,0 % y 25,0 %,
respectivamente) (p=0,74).

Las pacientes embarazadas con candidiasis y las coloni-

Tabla IV. Frecuencia de los estados vaginales basicos (EVB) de desbalance del contenido vaginal en pacientes con virus del
papiloma humano (VPH] segdin cada grupo etario.

18 — 24 afios 25— 50 afios Control
GRUPO DE ESTUDIO (n=20) ) (h=79)
EVB N % n % N % n %
Desbalance del contenido vaginal 9 450 13 28.9 3 20,0 27 342
(m-v-vj
Bl EE ”‘El"_“”a]' 11 55,0 32 71,1 12 80,0 52 65,8
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Tabla V. Frecuencia de los estados vaginales basicos (EVB] de desbalance del contenido vaginal en pacientes que utilizan
anticonceptivos orales (ACO) segtn cada grupo etario.

GRUPO DE ESTUDIO 8 [‘nig.j]ﬁos [Cr?:;g’]'
EVB n % n % n %
Desbalance del contenido vaginal 8 34,8 12 32.4 27 34,2
(- 1V = V)
SSiEbios ”‘El"“lfl' 15 65,2 26 67,6 52 65,8

zadas con EGB mostraron mayor prevalencia de L. gasseri
(37,8 % y 40 %, respectivamente] en comparacion al grupo
control de pacientes embarazadas no colonizadas (20,3
%), en forma estadisticamente significativa (p = 0,03).
Las pacientes embarazadas con candidiasis y colonizadas
con EGB no presentaron L. crispatus y mostraron mayor
prevalencia de L. gasseri (66,6 %) en comparacion al grupo
control no colonizadas (29,3 % y 20,3 % respectivamente]),
encontrandose diferencias estadisticamente significativas
(p= 0,01 y < 0,01, respectivamente]. La totalidad de las
pacientes embarazadas colonizadas mostraron una mayor
prevalencia de L. gasseri (44,1 %) en comparacién al grupo
control no colonizadas (20,3 %) (p < 0,01). La totalidad de
las pacientes embarazadas colonizadas mostraron unaten-
dencia a presentar menor prevalencia de L. jensenii (19,5
%) en comparacion al grupo control no colonizadas (30,8 %)
(p=0,05). Asimismo, la totalidad de las pacientes embaraz-
adas colonizadas también mostraron una menor prevalen-
cia de L. iners (3,9 %) en comparacidn al grupo control no
colonizadas (14,2 %) (p=0,01) (Tabla XI).

La produccién de H0; por parte de las diferentes es-
pecies de lactobacilos estudiadas se muestra en la tabla
XIl. Un 96 % de los aislamientos de L. crispatus produjeron
fuertemente H,05 (> 3 mg/l], a diferencia de los aislamien-
tos de L. gasseri que ninguno fue productor fuerte, un 49 %
lo hizo débilmente y un 51 % resulté negativo (p < 0,0001).
Asimismo, un 61% de los aislamientos de L. jensenii produ-
jeron fuertemente H,0,, un 27 % lo hizo débilmente y el 12

% restante fue negativo, lo que también resulté diferente en
forma significativa respecto de los aislamientos de L. gas-
seri (p <0,0001).

En la especie L. gasseri, la mayoria de los azucares pre-
sentan diversos tipos bioquimicos, con lo cual no pudo ser
diferenciada esta especie de L. crispatus y L. jensenii y en
particular dependiendo del resultado de la lactosa. Ademas,
varios aislamientos fueron identificados como L. gasseri
por fermentar la rafinosa y sin embargo resultaron L. cris-
patus por medio de MALDI- TOF y secuenciacién del DNAr
16S. Asimismo, varios de los aislamientos estudiados no se
pudieron diferenciar entre L. gasseri y L. jensenii a través
de la fermentacion de azlcares, siendo entonces ambas es-
pecies posibles, aunque por MALDI- TOF y secuenciacidn del
ADNr 16S resultaron ser L. jensenii.

La metodologia MALDI-TOF MS (espectrometria de masa)
MALDI Biotyper (Bruker Daltonics, Germany) mostré una
concordancia del 100 % con la secuenciacion del gen ADNr
16S para todas las especies de lactobacilos estudiadas (Ta-
bla XIII].

Discusion

Se observaron variaciones en la microbiota vaginal segun
el grupo etario, siendo los patégenos mas prevalentes la
VB y la candidiasis. Cabe destacar la mayor prevalencia de
VB respecto de candidiasis en todos los grupos etarios, tal
como lo describe la literatura [22]. En lo que respecta a la
candidiasis, predominé en el EVB | en todas las edades, su-

Foto 6. Morfologia de Lactobacillus spp.: observacién en la coloracién de Gram (1000X)
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Tabla VI. Frecuencia de los estados vaginales basicos (EVB) de desbalance del contenido vaginal en pacientes que utilizan
anticonceptivos orales (ACO) segun cada grupo etario.

18 — 24 afos 25— 50 afos
GRUPO DE ESTUDIO
(n=21) (n=r3)
EVB n % n % n %

Desbalance del contenido vaginal 13 61,9 o8 38,4 57 34,2
(1 -1v=v)

M “‘El”_“lf]' 8 38,1 45 61,6 52 65,8

Total 21 100 73 100 79 100

giriendo su rol como colonizante. Sin embargo, resaltamos
que las pacientes en que se asoci6 a EVB con RIV (I y V] cor-
respondieron a la edad fértil, al igual que lo refiere Tibaldi et
al [23].

Un 45,0 % de las pacientes con VPH correspondientes
al grupo etario de 18 a 24 afos presentaron algin grado
de DV, que si bien no se diferencié significativamente del
grupo control esto podria deberse al tamafio muestral. Es-
tos resultados coinciden con lo que refiere la literatura, al
describir prevalencias de entre 25 - 60 % aproximadamente
de VB en pacientes con VPH [24,25], demostrando una aso-
ciacién positiva entre ambos patégenos, tal como lo refiere
Gilletetal. [25].

En las pacientes con ACO en edad fértil, se observé el pre-
dominio de la microbiota lactobacilar, al igual que lo descrip-
to en la literatura [9,26]. Esto podria ser explicado a partir
de la hipdtesis mas aceptada, la que afirma que el equilibrio
de la microbiota del contenido vaginal de la mujer en edad
fértil estad prioritariamente establecido por mecanismos
hormonales, principalmente por el “efecto estrégeno”, que
tiende a disminuir la frecuencia de VB, tal como lo refieren
Vodstrcil et al. [10] y Tibaldiet af [23].

En las pacientes que utilizaron PRE, tanto de los grupos
de 18 - 24 afios como de 25 - 50 afios presentaron una ten-
dencia a EVB con RIV al utilizar este método. Estos resulta-
dos coinciden con la literatura que hace referencia a la pre-
sencia de dermatitis vaginales, vulvovaginitis alérgicas e
irritativas y estados inflamatorios asociados al uso de PRE,

ya sea por la influencia del Iatex o por los espermicidas (no-
noxinol-3) [27,28].

Un 40,7 % de las pacientes del grupo de 25 a 50 afios que
utilizaron DIU presentaron algin grado de DV, que si bien no
se diferenci6 significativamente del control esto podria de-
berse al tamafio muestral. Resultados similares fueron des-
criptos por Gupta et al [9], quienes refirieron que los méto-
dos de barrera alteran el ecosistema vaginal por representar
un cuerpo extraiio con permanencia fisica por largos tiempo.
Madden et al [29] demostraron que la incidencia de VB fue
superior en las usuarias de DIU conrelacién a otros métodos.
Las pacientes menopdusicas que no utilizaron método an-
ticonceptivo, ni presentaban VPH, ni recibian THR presenta-
ron estados de DV de 20,2 %, similar al grupo control. Estos
resultados correlacionan con un elevado porcentaje de mi-
crobiota lactobacilar (43,4 %), en coincidencia con lo referi-
do por Pabich et al. [30].

Las especies de lactobacilos predominantes en toda la
poblacién estudiada fueron L. crispatus, L. gasseri y L. jen-
senii, tal como lo describe la literatura que refiere que, a
pesar de existir algunas diferencias segun las poblaciones
estudiadas, estas tres especies representan las mas fre-
cuentes en la mayoria de las mujeres provenientes de los
diferentes paises del mundo [4,6,20]. Sin embargo, cabe
aclarar que los resultados obtenidos dependen de técnicas
sesgadas como el cultivo, dado que su limitada capacidad
puede ser el resultado de la combinacién 6ptima de nutrien-
tes, temperaturas de crecimiento, niveles de oxigeno o, po-

Tabla VII. Frecuencia de los estados vaginales basicos (EVB) de deshalance del contenido vaginal en pacientes con disposi-
tivo intrauterino (DIU) segun cada grupo etario.

25— 50 afios Control
RUPO DE ESTUDI
GRUPO STUDIO (n=27) (n=79)
EVB n % n %
Desbalance del contenido vaginal
11 40,7 27 34,2
(m-nv-yv) ’ ’
Microbiota normal 16 593 5> 658
(1-1)
Total 27 100 79 100
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Tabla VIII. Frecuencia de los estados vaginales bésicos (EVB] de desbalance del contenido vaginal en pacientes menopausi-

cas.
> 50 afos Control
RUPQ DE ESTUDI
GRUPO STUDIO (n=99) (n=79)
EVB n % n %
Desbalance del contenido vaginal
(11 1V =) 20 20,2 27 34,2
Microbiota normal 59 298 57 65.8
(1-n)
Total 99 100 /9 100

tencialmente la necesidad de co-cultivar con socios micro-
bianos clave [4].

El grupo VPH present6é menor prevalencia de L. crispatus
respecto del control y mayor de L. gasseri, respecto de ACO
y PRE, en coincidencia con lo descripto por Gao et al. [24]
y por Dareng et al. [31]. Estos resultados se corresponden
con los descriptos por Clarke et al [32], quienes relataron
que la elevacién del pH se asociaba con un mayor riesgo
de infeccién por VPH, dado que se observé que L. crispatus
es capaz de acidificar el medio vaginal a pH menor de 4,0,
mientras que otros como L. gasseri alcanzan un pH mas ele-
vado que oscila entre 4,4- 5,0 [1,6].

Los grupos ACO y PRE mostraron mayor prevalencia de
L. crispatus al igual que el control respecto de las pacientes
menopausicas, en coincidencia con estudios que evaluaron
la influencia del ciclo menstrual sobre la microbiota, sugi-
riendo que los niveles de estradiol promueven el desarrollo
de L. crispatus [26]. Asimismo, la asociacién entre el uso de
preservativo y L. crispatus también fue descripta por Ma et
al. [33].

Las pacientes menopdusicas presentaron mayor preva-
lencia de L. gasseri respecto de todos los grupos al igual que
lo descripto por Brotman et al [34]. Sin embargo, la presen-
cia de esta especie no brindaria un rol protector, teniendo
en cuenta que ningun aislamiento de esta especie produjo
fuertemente H,0, Resultados similares fueron descriptos
por diversos autores, tales como Song et al. [5], quienes

refirieron que sélo un 40% de las cepas de L. gasseri fueron
fuertemente productoras de H,0,. Ademas, el escaso rol
protector de L. gasseri se asocia también con su menor ca-
pacidad de disminuir el pH vaginal [6] y, por lo tanto, con
una mayor predisposicién a estados de vaginosis bacteria-
na [1,35]. A diferencia de L. gasseri, el 96 % y el 61 % de los
aislamientos de L. crispatus y L. jensenii respectivamente,
produjeron fuertemente H,05, lo que indicaria el rol protec-
tor de estas especies. Resultados similares también fueron
descriptos por Song et al. [5] y Pendharkar et al [36], quie-
nes refirieron que la mayoria (> 85 %) de las cepas de L. cris-
patus y L. jensenii producen fuertemente H05.

En las pacientes embarazadas las especies mas preva-
lentes fueron L. crispatus y L. gasseri seguido de L. jensenii,
aligual que lo describieron Petricevic et al. [2] y El Aila et al
[37]. En la literatura no existen reportes que describan las
especies de lactobacilos prevalentes en el embarazo segin
estén o no colonizadas por EGB y/o con candidiasis. En este
trabajo se detecté que las pacientes embarazadas coloni-
zadas con EGB y/o con candidiasis presentaron mayor pre-
valencia de L. gasseri respecto de las no colonizadas y que
en el caso particular de las pacientes colonizadas por EGB y
con candidiasis, no presentaron L. crispatus a diferencia de
las no colonizadas en quienes esta especie resulté ser una
de las predominantes. Asimismo, |a totalidad de las pacien-
tes embarazadas colonizadas mostraron una tendencia a
presentar menor prevalencia de L. jensenii.

Tabla IX. Frecuencia de microbiota lactobacilar en pacientes menopausicas.

> 50 afios Control
GRUPO DE ESTUDIO
(n=99) (h=r9)
EVB n % n %
Microbiota no lactobacilar 56 57,6 27 34,2
Microbiota lactobacilar 43 434 £ 65.8
Total 99 100 79 100
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Tabla X. Distribucién de las especies de Lactobacillus en los distintos grupos de riesgo de las pacientes no embarazadas.

GRUPO DE ESTUDIO

Expecies Preservativo ACO® VPHP Dlyc Menopausica Control

(n=44) (n=32) (n=36) (n=10) (n=33) (n=40)
L. crispatus (n=68) 19 12 9 2 4 22
L. gasseri (n=56) 5 4 12 3 22 10
L. jensenii (n=54) 12 14 11 5 6 6
L. iners (n=9) 5 1 2 0 0 1
L salivarius (n=3) 1 1 0 0 1 0
L. vaginalis (n=3) 0 0 2 0 0 1
L. paracasei [n=1) 1 0 0 0 0 0
L. rhamnosus (n=1) 1 0 0 0 0 0
Total (n=195) 44 32 36 10 33 40

» a ACO: Anticonceptivo oral; b VPH: Virus del Papiloma humano; ¢ DIU: Dispositivo intrauterino

Estos hallazgos podrian deberse a que, en las pacientes
colonizadas tanto por EGB como con candidiasis, dichos
microorganismos provendrian del tracto intestinal y proba-
blemente las especies de lactobacilos que los acompafian
tengan el mismo origen. De esta forma se explicaria la aso-
ciacién de ellos con L. gasseri, una especie con escaso rol

protector, en lugar de L. crispatus y L. jensenii que son las
especies predominantes y protectoras del contenido vagi-
nal. En este sentido, el escaso rol protector de L. gasseri se
relacionaria con una mayor predisposicion a la adquisicién
de distintas infecciones vaginales tales como vaginosis
bacteriana e infecciones de transmisién sexual, que se rela-

Tabla XI. Distribucion de las especies de Lactobacillus de pacientes embarazadas segun la colonizacidn.

Candida spp
(n=37)

Especies

CONTROL
(no colonizada)
(n=133])

Candida spp + EGB
(n=15)

L. gasseri (n=61) 14 10 10 27
L. crispatus (n=59) 14 6 0 39
L. jensenii (n=56) I4 6 2 41
L. iners (n=22) 0 2 1 19
L. johnsonii (n=2) 0 0 1 1
L. vaginalis (n=5) 1 1 1 2
L. paracasei (n=1) 0 0 0 1
L. acidophilus (n=1) 0 0 0 1
L. mucosae (n=2] 0 0 0 2
L. murinus (n=1) 1 0 0 0
Total (n=210) 37 25 15 133

» EGB: Estreptococo grupo B
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TablaXll. Produccion de H202 por las diferentes especies de Lactobacillus.

Especies  N2de especies que producen la siguiente cantidad de H,05 (mg/l]

negativa 1-3 3-10 10-30
L. crispatus (n=127]) 0 5 42 80
L. gasseri (n=117) 60 57 0 0
L. jensenii (n=110) 13 30 67 0
L. iners (n=31) 0 16 15 0
L. johnsonii (n=2) 0 0 2 0
L. vaginalis (n=5) 1 1 2 3
I. salivarius (n=3) 0 0 3 0
L. paracasei [n=1) 0 1 0 0
L. rhamnosus (n=1) 0 0 1 0
L. acidophilus (n=1) 0 0 1 0
L. mucosae (n=2) 0 1 1 0
L. murinus (n=1) 0 1 0 0
Total (n=401) ‘4 112 134 83

cionarfan con complicaciones perinatolégicas.

La fermentacién de los hidratos de carbono constituye
una metodologia muy laboriosa y que no mostrg utilidad en
la diferenciacion bioquimica de las principales especies del
contenido vaginal (L. crispatus, L. jensenii y L. gasseri].

El método MALDI-TOF MS (espectrometria de masa) de-
mostré excelente concordancia con la secuenciacién de
ADNr 16S [método de referencia), para todas las especies
de lactobacilos estudiadas tal como lo describieron Ander-
sonetal. [38]. Porlo tanto, este estudio permitié demostrar
que esta metodologia resulté ser una herramienta confiable
y rapida que puede ser implementada en la practica clinica
para caracterizar las especies de lactobacilos vaginales.

En conclusién, se observé DV en los distintos grupos eta-
rios y en sus subgrupos de riesgo, asociada a la presencia
de levaduras y/o VB, siendo |a VB el patégeno mas prevalen-
te en todos los grupos etarios. Se resalta el efecto protector
ejercido por L. crispatus en ACO y PRE y en este Gltimo con
RIV. Contrariamente las pacientes con infeccién por VPH y
con DIU mostraron una tendencia a desarrollar DV, en coin-
cidencia con la disminucién de L. crispatus y el aumento de
L. gasseri. En la menopausia predominé L. gasseri, especie
relacionada con la predisposicion a la DV. En las pacientes
embarazadas no colonizadas predominé L. crispatus y L.
jensenii (especies protectoras), mientras que en las coloni-
zadas por EGB y/o con candidiasis predomind L. gasseri (es-
pecie con escaso rol protector), asociada a estos microor-

ganismos de origen intestinal. La espectrometria de masa
resulté ser una metodologia confiable y rapida que puede
serimplementada en la practica clinica para caracterizar las
especies de lactobacilos vaginales.
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