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ABREVIATURAS

1H-NMR: Proton Nuclear Magnetic Resonance, resonancia magnética nuclearde
protones.

ACO: anticonceptivos orales combinados.

ADN: acido desoxirribonucleico.

AMPD: acetato de medroxiprogesterona de depdsito.
ARN: acido ribonucleico.

ARNTr 16S: ARN ribosémico 16S, componente de la subunidad menor (30S)de los
ribosomas procariotas. Se utiliza para estudios filogenéticos, ya que su secuencia
esta altamente conservada entre especies de bacterias y arqueas.

ASC-US: células escamosas atipicas de significado indeterminado.
ATP: adenosin trifosfato.

BAVB: bacterias asociadas a vaginosis bacteriana.

CCU: cancerde cuello uterino.

CDC: Centers for Disease Control and Prevention, Centros para el Control y
Prevencion de Enfermedades.

CdC: citolisina dependiente de colesterol.
CIN: neoplasia intraepitelial cervical.
CO2: dioxido de carbono.

CST:estados de comunidad microbiana.
CVV: candidiasis vulvovaginal.

DIU-Cu: dispositivo intrauterino de cobre.
DV: disbiosis vaginal.

EGB: Estreptococos del grupo B.
EMMPRIN: inductor de metaloproteinasa de matriz extracelularvaginal.
EPI: enfermedad pélvica inflamatoria.
EVB: estados vaginales basicos.

H202: perdxido de hidrégeno.

HSIL: lesidén intraepitelial de alto grado.
IFN/ IFN-y: interferdn, interferébn-gamma.

IL-17: interleuquina 17.



IL-1ra: receptor antagonista de la interleuquina-1.

ITS: infecciones de transmision sexual.

kDa: kilodalton, equivalente a 1000 daltons, unidad de masa atomica.
KOH: hidroxido de potasio.

LCR: long control region, regién larga de control.

LDH: lactato deshidrogenasa.

LIE: lesion intraepitelial.

LSIL: lesion intraepitelial de bajo grado.

MALDI-TOF MS: Matrix-Assisted Laser Desorption/lonization- Time of Flight Mass
Spectrometry, Espectometria de Masas por Desorcion/lonizacion Laserasistida por
Matriz.

Mbp: megabases, millones de pares de bases (Genética).
MEB: Microscopia Electronica de Barrido.

MIF: factor inhibidor de la migracion de macrofagos.
MMP-8: metaloproteinasa de matriz-8.

MV: microbiota vaginal.

NGS: next generation sequencing, secuenciacion genética de alto rendimiento
(segundageneracion).

NIH: Instituto Nacional de Salud de Estados Unidos.
ORF: open reading frame, marco abierto de lectura.
p53: proteina supresora de tumores.

pH: potencial de hidrogeno.

PM: postmenopausia.

PMH: Proyecto Microbioma Humano.

PRB: proteina del retinoblastoma, supresora de tumores.
SIU-LNG: dispositivo intrauterino liberador de Levonorgestrel.
SST: sindrome de shock toxico.

TGI: tracto genital inferior.

Th:referido a células T helper, inmunidad adaptativa.
THR:terapia hormonal de reemplazo.

TLR: receptores tipo toll-like.

TNF-a: factor de necrosis tumoral alfa.



UFC: unidades formadoras de colonias de microorganismos.

URR: upstream regulatory region, unidad reguladora no codificada.
VB: vaginosis bacteriana.

VHS: Virus del Herpes Simple.

VIH: Virus de la Inmunodeficiencia Humana.

VPH: Virus del Papiloma Humano.

VPH-AR: Virus del Papiloma Humano de Alto Riesgo.

VPH-BR: Virus del Papiloma Humano de Bajo Riesgo.



GLOSARIO

MICROBIOTA: Término definido por primera vez por Lederberg y McCray!'l, como
el conjunto de microorganismos presentes en un determinado nicho ecoldgico, tal

como el cuerpo humano, en relacion simbiética mutualista con su huésped.

METAGENOMA: Conjunto de genes microbianos presentes en un entorno o

ecosistema determinado.

METAGENOMICA: Se define como el estudio de comunidades de
microorganismos en su entorno natural, a través de la secuenciacion de ADN de
alto rendimiento o next generation sequencing, utilizando una base de datos de

referencia conocida como genoteca.

MICROBIOMA: Este término se refiere a todo el habitat, incluidos los
microorganismos (bacterias, arqueas, eucariotas inferiores y superiores, y virus),
sus genomas, y las condiciones ambientales circundantes. Esta definicion se basa
en la de “bioma”, es decir, los factores bidticos y abidticos de ambientes dados. El

metagenoma combinado con el medio ambiente constituye el microbioma.

DISBIOSIS: Estado de desequilibrio que, en el medio vaginal, se caracteriza por
unamicrobiota polimicrobiana con baja prevalenciade Lactobacillus spp. y aumento

de microorganismos anaerobios.

FLORA/MICROFLORA: La palabra microflora se ha utilizado por largo tiempo en
la literatura cientifica y médica. Sin embargo, su significado no justifica su uso para
describir comunidades microbianas asociadas con humanos.Ladefinicion de “flora”
se remonta a mediados de 1600 y tiene su origen en el nombre en latin "Flora", la
diosaromana de las flores, la fertilidad, los frutos y la juventud;y en la palabra latina
“flos”, que significa flor. Estos términos y sus origenes demuestran que “microflora”
se refiere a plantas y no microbios. Se sugiere entonces que para describir el
conjunto de microbios que viven en un microhabitat se utilice el término

“microbiota”.



RESUMEN

La infeccion persistente por el Virus del Papiloma Humano (VPH) es una
condicidon necesaria, pero no suficiente para el desarrollo de cancer de cuello

uterino.

Los factores que promueven la persistencia viral, ademas de aquellos que

activan las vias de transformacién maligna, no se conocen del todo.

Evidencia emergente indica que el microbioma vaginal podria desempenar
un papel funcional (tanto protector como dafiino)en la adquisicion y persistenciade

la infeccion por VPH y la posterior carcinogénesis.

Una comprension detallada acerca de su composicién y estructura en
pacientes con Virus del Papiloma Humano podria ayudar a identificar conexiones

causales;las que, por el momento, continuan siendo inciertas.

En este trabajo se realiza una revision acerca de la microbiota vaginal, su
constitucion y fluctuaciones; y los estados de desequilibrio o disbiosis, como

potencial cofactor de riesgo para la persistenciay progresion de la enfermedad por
VPH.

Asimismo, se ofrece un estudio de casos y controles, cuyo objetivo fue
caracterizar y evaluar la microbiota vaginal en pacientes con VPH, frente a mujeres
sanas, que concurrieron al Servicio de Ginecologia del Hospital Provincial del
Centenario de la ciudad de Rosario, en el periodo comprendido entre abril de 2022
y abril de 2023.

Palabras Clave: Microbiota Vaginal-Disbiosis Vaginal-Virus del Papiloma Humano-

Lactobacillus.



INTRODUCCION

El cuerpo humano alberga comunidades ecolégicas de organismos
comensales, simbidticos y potencialmente patégenos, conocidos como microbiota,

que residen en superficies y cavidades expuestas o no al ambiente externol?l.

El impacto que éstas tienen en nuestro organismo fue revelado por estudios
liderados por el Instituto Nacional de Salud de Estados Unidos (NIH) en el afio 2008,
en el marco del Proyecto Microbioma Humano (PMH). Sus resultados se centraron
en dos hechos principales: el cuerpo humano esta habitado por una microbiota muy
diversa con mayor proporcion de material genético que el propio huésped (relacion
10:1); y, por otro lado, la utilizacion de nuevas técnicas moleculares de
secuenciacion, en lugar de aquellas dependientes de cultivo, han hecho posible la
identificacion de complejas comunidades de microorganismos, demostrando el
gran impacto de la microbiota sobre el huésped a diferentes niveles: homeostasis
metabdlica, adquisicion de nutrientes, desarrollo de inmunidad y proteccidn contra
patdgenos, entre otrosl?l.

Dirigiendo la atencion al eje central de esta revisién, resulta fundamental
recordar que la infeccion porel Virus del Papiloma Humano es necesaria pero no
suficiente para el desarrollo de lesiones intraepiteliales cervicales y carcinoma de

cuello uterinoBl.

El cancer de cuello uterino (CCU), la neoplasia mas comun asociada a
infeccion, y su precursor, la lesion intraepitelial (LIE), son causados por diversos
tipos de VPH. Pese a los esfuerzos por implementar estrategias de prevencién

primaria contra esta patologia, el CCU es el cuarto tipo mas comun de cancerentre
mujeres sexualmente activas a nivel mundiall“l.

Desde el reconocimientodel VPH como agente etiolégico de esta prevalente
patologia, se reforzaron las evidencias que indicaban que multiples cofactores eran
necesarios para completar la via causal desde la infeccidon por tipos virales

oncogeénicos al desarrollo de LIE de alto grado y, por ultimo, carcinoma invasor.

Un creciente cuerpo de investigacion sugiere que microbiota vaginal (MV)
puede interferir en la probabilidad de persistencia de la infeccion por VPH y, en

ocasiones, favorecer su progresién y la consiguiente carcinogénesis[35-71,



En tal sentido, un microbioma alterado puede promover la formacion de
tumores en presencia de patdégenos oncogénicos especificos a través de una
multitud de mecanismos, incluida la liberacidén de genotoxinas que dafian el ADN
del huésped, la promocion de inflamacion crénica;y, una mayor susceptibilidad a
la oncogénesis a través del incremento de estrés oxidativo, la creacidén de vias de

senalizacion celular aberrantes, y la desregulacion del sistema inmunolégico. Sin
embargo, la causalidad probada sigue sin estar claralsl.

Por lo tanto, comprender el papel de las fluctuaciones de la MV durante las
diversas etapas de la infeccién por VPH podria arrojar luz sobre los posibles

mecanismos asociados con la carcinogénesis cervical.

El objetivo del presente estudio es ofrecer una revision acerca de la
composicion de la MV, evaluando aquellos factores que la modulan y modifican;y
establecer las condiciones necesarias para que se genere un estado de

desequilibrio o disbiosis, constituyendo un potencial cofactor para la infeccion
persistente por VPH.

En segundainstancia, se caracterizara la composicion dela MV de pacientes
con lesiones de bajo grado (LSIL) y alto grado (HSIL) por VPH (casos), en
comparacién con un grupo control (con citologia o test de VPH negativos), que han
concurrido al Servicio de Ginecologia del Hospital Provincial del Centenario de la

ciudad de Rosario, en el periodo comprendido entre abril 2022-abril 2023.



GENERALIDADES

Infeccion por el Virus del Papiloma Humano

El VPH, causa principal de condilomas genitalesy CCU, es la infeccidén de
transmisién sexual (ITS) mas comun!(8l,

Como se mencionden laintroduccion,el CCU es el cuarto tipo mas frecuente
de cancer entre mujeres, representando ~5% de la carga de cancer en el mundo,

con un estimado de 550.000 nuevos casos diagnosticados anualmentel®l.

Se estima que en nuestro pais se diagnostican alrededor de 4.500 nuevos
casos por aio, siendo el tercero en prevalencia, segun datos de 2020 (Ver Figura
7). Mueren casi 2.500 mujeres por esta enfermedad, correspondiendo a la cuarta
causa de muerte por cancer en este grupo. Presenta unaincidencia crudade 16,7
cada 100.000 individuos y un indice de mortalidad de 11 por 100.0000].

Breast

22 024 (32.19%)
Other cancers
26 733 (39%)
Thyroid Colorectum
3437 (5%) 7 402 (10.8%)
Lung Cervix uteri
4372 (6.4%) 4 583 (6.7%)

Total: 68 551

Figura 1. Nimero de nuevos casos de CCU en 2020, mujeres, todas las edades. Extraido de
Organizacion Mundial de la Salud. Agencia Internacional de Investigacién del Cancer (IARC). 2020.

El VPH es miembro de la familia Papillomaviridae. Los tipos virales que
generan afeccion genital pertenecen al género Alfa dentro del cual se identifican
especies, que se encuentran relacionadas genéticamente y comparten propiedades
biolégicas.Asi, porejemplo, VPH 18 presenta caracteristicas compartidas con VPH
45; y VPH 16 con VPH 310191,
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A nivel molecular, el VPH se caracteriza por ser un virus pequefio, sin

envoltura, con un diametro de 50 a 55 nm. Las particulas virales consisten en una

unica molécula circular de ADN bicatenario de 7.900 pares de bases, que esta

unida a histonas celulares, y contenida en una capside proteica icosaédrica

compuesta por 72 capsomeros!' (Ver Figuras 2 y 3).

= = CAPSID PROTEIN
- = = CAPSID
VIRUS DNA = =~

Figura 2. Estructura externa e interna del VPH. Extraido de Figura 3. Micrografia electronica de un VPH
HPV and Cervical Cancer: Causes and Cures, 2021, Wondrium tenido negativamente. Extraido de Laboratory
Daily (https.//wondriumdaily.com). of Tumor Virus Biology- NIH-Visuals Online#

AV-8610-3067.

Todos los papilomavirus comparten una estructura genética comun que

codifica aproximadamente ocho marcos abiertos de lectura (ORF, open reading

frame)'2. Su material genético se puede dividir en 3 secciones o regiones

funcionales!' (Ver Figura 4):

Region codificante tardia o late (L) involucrada en la expresién de
proteinas de la capside requeridas para el ensamblaje viral: L1 (55 kDa
de tamafio; 80% de la proteina viral total) y L2 (70 kDa). L1 es altamente
inmunogénica, ya que es la mas conservada; y, por tanto, ha

representado el pilarpara el desarrollo de vacunas profilacticas.

Region temprana o early (E) codifica las proteinas necesarias para la
replicacion viral, que cumplen un importante rol en la transformacion

(oncogenicidad); E6 y E7 son las mas importantes.

Regién de control o unidad reguladora no codificada (LCR, /ong
control region; o URR, upstream regulatory region), regula la
transcripcién de las proteinas tempranas. Ademas, contiene la mayor

variacién genética entre un tipo viral y otrol'0l,
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HPV genome organization

URR E6 E7
Promoter and . \

URR
enhancer elements EE]
; ©
Viral ORI
E1
Early genes
E1-Replication
E2-Replication and
E4 transcription
E2

E4-Viral release
E5-Immune evasion
L1-Major capsid protein e E6-Binds p53

E5
L2-Minor capsid protein E7-Binds pRB

Figura 4. Estructura genémica del VPH. Extraido de Epithelial Cell Responses to Infection
with Human Papillomavirus. Stanley, M. ASM Journals, 2012 (https.//journals.asm.org).

epiteliotropicos. Cada tipo de VPH difiere en mas de un 10% en la region L1011,

90% de verrugas genitales tanto en hombres como en mujeres('l.

Anogenital warts “ w5 ONcogenic types

“ s 42

»  Warts on

Oncogenic
types

Figura 5. Clasificacion Filogenética del Género Alfa. Extraido de de Villiers et al.
Classification of papillomaviruses. Virology. 2004 Jun 20;324(1):17-27.

57
, hands and feet

De los aproximadamente 200 genotipos de VPH, subdivididos en 14
especies, alrededor de 40 pueden infectar las células epiteliales (piel 0 mucosas)

de las regiones anogenitales y otras areas, por lo que se los conoce como

De acuerdo al grado de asociacidén con tumores invasivos, estos pueden ser
agrupados en VPH de bajo riesgo (VPH-BR) y alto riesgo (VPH-AR) oncogénico
(Ver Figura 5). Los VPH-BR incluyen los tipos 6, 11, 42, 43, 44, 54, 61, 70, 72, 81
y 89, entre los mas frecuentes, y se relacionan con la génesis de condilomasy LIE

de bajo grado. De ellos, los mas importantes son los tipos 6 y 11, que producen el

12
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Al menos 15 tipos virales pueden causar CCU y de otros sitios, llamados
oncogeénicos o de alto riesgo: 16, 18, 31, 33, 35, 39, 45, 51, 52, 56, 58, 59, 66, 68.
Casi el 100% de los casos de CCU son causados por uno de estos genotipos de
alto riesgo. Los VPH 16 y 18 son los mas virulentos, responsables de
aproximadamente el 70% de todos los casos!'314l. Luego, le siguen en orden de

frecuencia los tipos 45 y 31 (cada uno responsable de alrededor del 5% de los
casos de CCU en el mundo)l"% (Ver Figura 6).

120 7

[1b]

g |

% 100 1

® o | e Normal | HSIL |SCC|ADC
[+ [— HVP-14 26 | 453|552 484
. | — - HPv-18B| 09 | 9128|363
T HPV-31 06 | 86| 38| 0.7
& o HPV-45B| 04 | 23| 46| 58
g 4 HPV-33 05 | 73| 37| 20
a2 HPv-s2@| 0% 51| 29| ©
2 20 HPV-58 0.9 70| 28] 07
= = Others 68 |239| 76| 7.7

L — HSIL 5CC ADC

HPV related cervical diagnoses
Figura 6. Prevalencia del VPH de tipo especifico en todo el espectro de diagnésticos cervicales

relacionados. Extraido de Bosch FX; et al. Epidemiology and natural history of human papillomavirus
infections and type-specific implications in cervical neoplasia. Vaccine. 2008 Aug 19,26 Suppl 10:K1-16.

Asimismo, existen tipos virales de “riesgo indeterminado” (3, 7, 10, 27, 28,
29, 30, 32, 34, 55, 57,62, 67,69, 71, 74, 77, 83, 84, 85, 86, 87, 90, 91 ), es decir,

aquellos cuya oncogenicidad atin no se ha definido completamente '],

El VPH infecta las células epiteliales basales de la mucosa anogenital a
través de pequefias abrasiones del epitelio (Ver Figura 7). Las uniones
cervicovaginal y anorrectal donde el epitelio cilindrico se transforma en epitelio
escamoso a través de metaplasia, son especialmente vulnerables (zona de
transformacion), por ser sitios de replicacion celularactiva. Asimismo, el VPH evade
el sistema inmunitario de multiples maneras para evitar ser reconocido, y asi
infectaral huésped. En primer instancia,inhibelasintesis de interferon (IFN), loque
debilita la respuesta inmunitaria antiviral. Ademas, por otra parte, la replicacion del

13



@ f@@@{‘é)% } Ensamblaje y liberacion

de viriones
Cornificado @ @ @ L1,L2,E4
Granular | @ @ Amplificacion genomica
b @ y proliferacion
E6,E7 E5,E1,E2
. Mantencién del ADN del
Espinoso g i
virus en forma episomal
E1,E2,E6,E7
Basal @
Epitelio normal Epitelio infectado por VPH

Figura7. Ciclo de vida del VPH en el epitelio. Extraido de Oliva, C., et al. Role of Human
Papillomavirus in Head and Neck. Rev. Otorrinolaringol. Cir. Cabeza Cuello vol.81 no.3 Santiago, 2021.

VPH no provoca citdlisis, necrosis o0 viremia como ocurre con otros virus; las
proteinas virales solo se liberan en grandes cantidades en las células terminales
que estan ya programadas para la muerte celular, eludiendo asila tipica vigilancia

inmunolégical'’-12],

Una vez dentro de la célula basal, el VPH se dirige hacia el nucleo celular
para utilizar la maquinaria de replicacion. Las proteinas E1 y E2 se expresan en
esta etapa y regulan la transcripcion del ADN viral, con replicacion de un bajo
numerode copias (50-100 copias/célula)en forma extracromosdmica, en plasmidos
llamados episomas. A su vez, E2 ejerce un efecto inhibitorio sobre la expresion de
los oncogenes E6y E7. Durante esta etapa, el VPH se asegura que el ADN viral se

distribuya difusamente por los queratinocitos basales proliferantes, sin activacion
de la inmunidad.

En el contexto del CCU asociado al VPH, el ciclo de vida viral se altera de
dos maneras fundamentales. En primer lugar, los cambios histopatologicos
progresivos que se producen en el epitelio cervical incluyen la pérdida de
diferenciacionterminal,que conduce aun estado celularincapaz de soportar el ciclo
de vida viral completo. En segundo lugar, el genoma circular del ADN viral, que

normalmente reside como un plasmido nuclear (forma episomal), se integra en el
genoma del huésped (forma integrada)l”-1% (Ver Figura 8).

14



Dos consecuencias de la integracion son la regulacion positiva selectiva de
los oncogenes virales E6 y E7, por delecion de E2; y, unaventaja de crecimiento
selectivo sobre las células que albergan el genoma viral como un plasmido

nuclear12l,

Las proteinas E6 y E7 tienen la capacidad de bloquear respectivamente a
las proteinas supresoras tumorales p53 y proteina del retinoblastoma (pRB),
anulando su capacidad de detectar la presenciaviral; pero a su vez, impidiendo que
se reparen los errores intrinsecos de la division celular, y permitiendo que una
estirpe celularcon ADN replicado y no reparado se perpetie en el epiteliol'%. De
hecho, se ha observado que la diferencia entre VPH-BR y VPH-AR, radicaria en la
secuencia de E6 y su capacidad para degradar p53!['1],

Como consecuencia del bloqueo de pRB por E7, se produce la
sobreexpresion de p16 (otra proteina reguladora del ciclo celular), cuya accion es
ejercida mediante la inhibicién de la cascada de ciclinas. Dicha sobreexpresion ha
sido reconocida como indicador de ausencia de regulacion del ciclo celular e
integracion del ADN del HPV con el ADN del huésped. Esto admite determinar un
nuevo modelo biologico del desarrollo de CCU diferenciando entre infecciones
replicantes, de caracter transitorio, vinculada a la expresion regulada de genes
virales; e infecciones transformantes, persistentes, con pérdida de regulacion de
dichos genes!'2,

LCR | LCR

Figura 8. Ciclo de vidadel VPH en el epitelio. A. Forma episomal. B. Forma Integrada. Extraido de
Tatti, Fleider. Enfermedades de la vulva, la vagina y la regién anal: nuevos enfoques preventivos,
diagnosticos y terapéuticos en la era de la vacunacion. 1er Edicion. Buenos Aires, Argentina: 2013.
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Este mecanismo especificado previamente explica la afirmacion de que, en
términos estrictamente bioldgicos, los VPH no son oncogénicos per se, sino que

favorecen un estado celular susceptible ala transformacion neoplasical9l.

El desarrollo de CCU esta precedido por una etapa preinvasora constituida
por las lesiones intraepiteliales escamosas, que pueden definirse como el espectro
de anormalidades histoldgicas caracterizadas por alteraciones de la biologia celular

en grado variable, que se expresan morfolégicamente en cambios nucleares y
celulares.

A lo largo de los afos, se han propuesto multiples clasificaciones de las
mismas, como un intento de estandarizar y obijetivar los criterios diagndsticos
anatomopatoldgicos y clinicos, y asi ajustar la terapéutica a cada pacientel'? (Ver
Tabla 1). La ultima de ellas, publicada en el aino 2012, conocida como Proyecto
LAST (Lower Anogenital Squamous Terminology Standardization Project for HPV -
associated Lesions), recomienda la clasificacion de las LIE en bajo grado o LSIL, y
alto grado o HSIL (verdadero precursor de CCU), siendo aplicable a todas las areas
anogenitales (cérvix=CIN, vulva=VIN, vagina=ValN, ano=AIN, periano=PalN,
pene=PelN). A su vez, LAST contempla la categorizacion de las lesiones en funcion

de la utilizacién de biomarcadores como p16['9].

TABLA 1. CORRELACION ENTRE DISPLASIA/CIN/BETHESDA Y LAST

PAPANICOLAOU OMS-REAGAN RICHART BETHESDA LAST
(1943) (1954) (1960) NIC (1988-2014) = (2012)
CLASE | NORMAL
CLASE I ATIPIAS
INFLAMATORIAS
CLASE Il DISPLASIA CIN 1 LIE bajo grado (incluye
Leve condiloma)
Moderada CIN 2 LIE alto grado
Severa CIN 3
CLASE IV CARCINOMA IN SITU
CLASE V CARCINOMA INVASOR
ASC-US/ AGC

CIN: neoplasia intraepitelial cervical. LIE: lesién intraepitelial escamosa. ASC-US: células escamosas atipicas de significado
incierto. AGC: células glandulares atipicas de significado incierto.
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En términos generales, la prevalencia de la infeccion por VPH es de
aproximadamente 84,6% entre las mujeres antes de los 70 afios, observando dos
picos especificos por edad: 20-30% en menores de 25 afios, disminuyendo a un
10% por encima de los 30 afios;y una segunda etapa de riesgo en mayores de 45
afios, que podria vincularse a cambios en la conducta sexual y/o al proceso de

inmunosenescencia del sistema inmune en el periodo proximo a la

perimenopausial'®l (Ver Figura 9).

30

B alemmren

Morth America

Age specific HPV prevalence (%)

Age group (years)
—— Afica Cenfral-South America —— Europe =i~ N, Amearica -8+ Asiq
Figura 9. Prevalencia de VPH por edad a nivel mundial. Extraido de Bosch FX; et al.

Epidemiology and natural history of human papillomavirus infections and type-specific
implications in cervical neoplasia. Vaccine. 2008 Aug 19;26 Suppl 10:K1-16.

No obstante, el riesgo de progresion a canceres bajo, ya que el 60% remite
en 12 meses y el 90% retrocede en 2 afios!'”-18l. En los casos restantes, el virus
permanece latente en las células epiteliales, reanudando la replicacion cuando se
suprime el sistema inmunoldgico, o persiste como una infecciéon activa que

eventualmente puede causar displasiay cancerl'l.

Mas especificamente, las lesiones de bajo grado (LSIL-CIN1) tienden a
retroceder espontaneamente, particularmente en pacientes jovenes. Ostor y
colaboradores han informado que CIN1 desaparece espontaneamente en el 60%
de los casos, persiste en el 30% y puede progresar en el 10% de los casos. Por
otro lado, CIN2 regresa espontaneamente en el 40%, persiste en otro 40% de los
casosy puede progresar en el 20%; y, finalmente, CIN3 puede retroceder en el 33%

y progresar en mas del 12% de los casos!1-20],

17



La citologia (Test de Papanicolaou)y la deteccion del VPH (Test de ADN-
VPH) son los dos métodos de tamizaje o screening actualmente recomendados,

cuyoobjetivo es detectar CCU o lesiones preneoplasicas en unaetapatempranal?'l,

Se recomiendainiciar el tamizaje a los 3 afios del comienzo de la actividad

sexual en todo individuo con cuello uterino, independientemente de su génerol21.2
(Ver Tabla 2).

Hasta los 29 afos inclusive, lo recomendado es la citologia, con un intervalo
anual.Luego de 2 citologias negativas, puede pasarse a un intervalo cada 3 afios

(esquema 1-1-3). Individuos HIV (+), trasplantados e inmunocomprometidos,
mantendran el intervalo anualf?1.22],

En mayores de 30 afnos, se recomienda el tamizaje con prueba de VPH,
debido a su mayor sensibilidad en comparacion con la prueba de Papanicolaou,
especialmente para la identificacion de lesiones CIN2 y CIN3 (96% y 97%
respectivamente), incluso en presencia de una especificidad mas baja (89% versus
94% para la citologia)'122],

Si la prueba de VPH es negativa, podra repetirse a los 5 afios (debido a su
elevado valor predictivo negativo); y si es positiva, se debe realizar triage con
citologia. En caso de no contar con las pruebas moleculares, es aceptable el
tamizaje con citologia sola, continuandocon elintervalo anualy luegode 2 pruebas

negativas, pasar a un intervalo cada 3 afios[?'l.

Se recomienda la finalizacion del screening en mayores de 65 afios cuando
se realiza con prueba de VPH; o mayores de 70 afios, cuando se emplea solo
citologia. Esto aplica para inmunocompetentes, en ausencia de diagnostico de LIE

de alto grado/glandularen los ultimos 25 afos, y que hayan presentado tamizajes
negativos en los Ultimos 10 afios[?'l.

TABLA 2. RECOMENDACIONES PARA EL SCREENINGDE CCU

(Extraido de SAPTGIyC- SOGIBA- FASGO. Prevencion primaria y secundaria del cancer cervicouterino: “Manejo del

tamizaje anormal y de las lesiones histolégicas del cuello uterino”. 2022)

<30 afos y
TAMIZAJE 230 anos >65 afios >70 afos
>3 afios de IRS
Prueba de VPH - Cada 5 afios Discontinuar -
Citologia sola 1-1-3 Cada 3 afios - Discontinuar
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Lainfeccion porVPH requiere de la accion sinérgica de otros cofactores para
la progresién neoplasica. Los factores de riesgo establecidos para la persistencia
del VPH vy la progresién a LIE incluyen el genotipo del VPH (particularmente VPH
16 y 18), la carga viral por unidad celular, la integracién del ADN viral en el ADN
celular, la infeccion concurrente por el virus de inmunodeficiencia humana (VIH),

inmunosupresion y consumo de tabacol®231,

Sin embargo, también pueden existir factores relacionados con el
microbioma vaginal que influyan en la probabilidad de persistencia y progresiéon de

la infeccion por VPH a LIE y CCU, que se analizaran a continuacion.

Microbiota Vaginal Normal

Caracterizacién y Composicion de la Microbiota Vaginal

Los componentes que forman parte de la MV representan uno de los

elementos mas importantes del tracto genital inferior (TGI) para enfrentarse a
potenciales patdgenos, entre los que se destaca el VPH.

En el medio vaginal, intervienen una serie de factores que permiten el
establecimiento gradual de microorganismos, los que luego acompafiaran a la

mujer, en condiciones normales, durante toda la vida[?4l.

Consisten clasicamente en una diversidad de gérmenes aerobios y

anaerobios, siendo las especies de Lactobacilluslos predominantes (Ver Tabla 3).

TABLA 3. COMPOSICION DE LA MICROBIOTA VAGINAL HABITUAL

(Extraido de Prof. Dra. Farinati A, Dr. Orsini A. Flujo Vaginal (Vaginitis-Vaginosis-Cervicitis) Abordaje Integral del
diagnéstico y tratamiento de las infecciones que producen flujo vaginal. 2da Edicién. Buenos Aires, Argentina: Editorial
Ascune; 2020)

Grupo Microorganismo Prevalencia

Aerobios y Facultativos

Bacilos Gram Positivos Lactobacillus spp. 45-88%
Corynebacterium spp. 14-72%
Gardnerella spp. 2-58%
Cocos Gram Positivos Staphylococcus epidermidis 34-92%
Staphylococcus aureus 1-32%
Streptococcus grupo B (EGB) 6-22%

19



Enterococcus spp. 32-36%

Streptococcus no hemolitico 14-33%
Streptococcus alfa hemolitico 17-36%
Bacilos Gram Negativos Escherichia coli 20-28%
Otras: Proteus, Klebsiella, 2-10%
Enterobacter
Mollicutes Mycoplasma hominis 0-22%
Ureaplasma urealyticum 0-58%
Levaduras 15-30%
Anaerobios
Bacilos Gram Positivos Lactobacillus spp. 10-43%
Eubacterium spp. 0-7%
Bifidobacterium spp. 8-10%
Propionibacterium spp. 2-5%
Clostridium spp. 4-17%
Cocos Gram Positivos Peptococcus 76%
Peptostreptococcus 56%
Bacilos Gram Negativos Prevotella bivia 34%
Porphyromonas asaccharolytica 18%
Bacteroides grupo fragilis 0-13%
Fusobacterium spp. (Sneathia) 7-19%
Cocos Gram Negativos 2-27%

Histéricamente, el estudio del ecosistema vaginal se basé en la evaluacion
microscopica y la posterior identificacion de bacterias especificas por técnicas de
cultivo. Sin embargo, se considera que la informacién brindada por tales
metodologias es incompleta y fragmentarial’®2%, Por otra parte, las herramientas
microbioldgicas utilizadas antes de la década de 1970 resultaron en una gran
subestimacion de la importancia de las bacterias anaerobias como constituyentes

principales de la MV![26],

Numerosos trabajos!?’-34, como el publicado por Lamont(®%], han demostrado
que el ecosistema vaginal presenta una diversidad muy superiora lo que indicaban
los primeros estudios clasicos. El uso de técnicas de secuenciacion molecularde
nueva generacion ha revelado que las comunidades bacterianas vaginales se
agrupan en tres a nueve grupos discretos, la mayoria de los cuales estan dirigidos

por Lactobacillus!36-38],
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Uno de los estudios mas importantes que buscO caracterizar estas
comunidades es el de Ravel et all’®l, que analizé la MV de 396 mujeres
norteamericanas que representaban equitativamente cuatro origenes étnicos
(asiatico, blanco, negro e hispano), mediante secuenciacion de ARN ribosémico
16S (ARNr 16S).

El analisis revel6 cinco grandes comunidades microbianas (vaginotipos) o

tipos principales de estados comunitarios (CST- Community Slate Type)i3® (Ver
Figura 10).

grupo 7 grupo 2 grupo z gfupo ¢ gupe 5
N
H P - S ) F i r. »
g - v
('~ r o\ o Ny,
LY ]
Lactobaclllus crispatus Lactobacillus iners flora polimicroblana  Lactobacillus fensenil

Figura 10. Estados de Comunidad Microbiana (CST). Extraido de Google, s.f., visitado septiembre 2023.

Cuatro de estos tipos de CST, que se hallaron en el 73 % de las mujeres,
estaban dominados por diferentes especies de Lactobacillus. CST | estaba
dominado por L. crispatus, mientras que los grupos Il, Ill y V estuvieron dominados

por L. gasseri, L. inersy L. jensenii, respectivamentel® (Ver Tabla 4).

TABLA 4. ESTADOS DE COMUNIDAD MICROBIANA

CST PREVALENCIA pH TIPO DE BACTERIA
| 26,2% 4.0+0.3 L. crispatus
1 6,3% 5.0 L. gasseri
1l 34,1% 4.4 L. iners

IVA 27% 5.3+0.6 L. iners

Gardnerella spp.
A. vaginae
Prevotella spp.
IVB A. vaginae
Leptotrichia spp.
Mobiluncus spp.

\' 5,3% 4.4 L. jensenii
CST: Estado de Comunidad Microbiana. L.: Lactobacillus. G.: Gardnerella. A.: Atopobium.
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Por su parte, CST | presentd un pH mas bajo, mientras que CST IV tuvo el
mayor valor. Curiosamente, las comunidades dominadas por especies de
Lactobacillus que no fueron L. crispatus tenian valores de pH que oscilaban entre
4.4 (grupolll) a 5,0 (grupo Il), lo que indicoé que estas comunidades en su conjunto
podrian no producir tanto acido lactico como el grupo |. Sin embargo, se demostro
quetodas las comunidades contenian miembros con capacidad de producir lactato,
incluyendo Lactobacillus, Megasphaera, Streptococcus y Atopobium,lo que sugiere

que la produccion de este compuesto puede conservarse pese a las diferencias en
la composicion del CSTR,

Las restantes comunidades, que se encontraron en el 27% de las mujeres,
formaban un gran grupo heterogéneo (CST IV), con gran proporcién de anaerobios
estrictos como Prevotella, Leptotrichia, Atopobium, Gardnerella, Megasphaera,
Sneathia, Aerococcus y Mobiluncus. Aunque las comunidades del grupo IV no
estaban dominadas por Lactobacillus spp., L. iners y L. crispatus se detectaron en
un 78,7% y 51,9%, respectivamente. Estudios posteriores han subclasificado CST
IV en los subgrupos IV-Ay IV-B; este ultimo con menos Lactobacillusy mas grupos

taxondmicos de bacterias anaerobias[?740],

Las proporciones de cada comunidad variaron entre los cuatro grupos
étnicos, y estas diferencias fueron estadisticamente significativas (P<0,0001).
Ademas, el pH vaginal de diferentes grupos étnicos también diferia, siendo mayor

en mujeres hispanasy negrasi® (Ver Figura 11).

Asian (96) White (97) Black (104) Hispanic (97)

Figura 11. Representacion de grupos comunitarios de bacterias vaginales dentro de cada grupo
étnico de mujeres. Extraido de Ravel J, et al. Vaginal microbiome of reproductive-age women. Proc
Natl Acad Sci U S A. 2011 Mar 15;108 Suppl 1(Suppl 1):4680-7.

Por ultimo, el grupo 3 fue el que mas se correlaciond con puntuaciones altas
de Nugent e incluyd los siguientes filotipos: Aerococcus, Atopobium,

Coriobacteriaceae, Dialister, Gardnerella, Megasphaera, Mobiluncus, Prevotella,
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Porphyomonas,y Sneathia. Al contrario, las puntuaciones de Nugent mas bajas se
hallaron en los grupos que incluian principalmente filotipos de Lactobacillus (CST |,
I, 1y V)39l

Lactobacillus: guardianes del ecosistema vaginal

Lactobacillus es un género de bacterias Gram positivas, facultativas o
microaerofilas, baciliformes, no productoras de esporas, capaces de colonizar la
mucosa vaginal, impidiendo el establecimiento o desarrollo excesivo de otros
microorganismos que puedan volverse potencialmente patdgenos para el
huésped!?l (Ver Figuras 12 y 13). Son muy exigentes nutricionalmente y presentan

un catabolismo estrictamente fermentativoll.

e
) \ S~
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- /

Figuras 12y 13. Lactobacillus y células epiteliales escamosas vaginales. Extraido
de Centers for Disease Control and Prevention's Public Health Image Library (PHIL).

Su efecto protector depende de dos mecanismos:

- Adhesiéon especifica a células epiteliales: se produce por el

reconocimiento especifico entre las estructuras superficiales de los
Lactobacillus (adhesinas)y del epitelio (fibronectina), en una unién que
se ve favorecida por un entorno de pH acido. El resultado de esta
asociacion es la formacion de una biopelicula que protege frente a la
colonizacion por microorganismos indeseados, como Gardnerella spp.,

Candida albicans o Escherichia colill,

- Produccion de compuestos antimicrobianos:la presencia de acido lactico

es clave para una homeostasis saludable y su produccion proviene de
dos fuentes diferentes: por el epitelio vaginal, como producto de su
catabolismo, bajo estimulo estrogénico (principalmente la isoforma L-

lactato que representa el 20% del acido lactico total); y por la microbiota,
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responsable de metabolizar aproximadamente el 80% del glucdégeno,
produciendo los dos isomeros de acido lactico con predominio de D-

lactato1l,

El glucégeno es catabolizado por la enzima a-amilasa en la luz vaginal a
maltosa, maltotriosa y a-dextrinas, que posteriormente son metabolizadas a acido
lactico, debido a la accion de la enzima lactato deshidrogenasa (LDH) estimulada

por Lactobacillust*a (Ver Figura 14).
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Figura 14: Efecto eubiético de estrégenos y especies de Lactobacillus en el medio vaginal. Adaptado
de Amabebe E, Anumba DOC. The Vaginal Microenvironment: The Physiologic Role of Lactobacilli. Front Med
(Lausanne). 2018;5:181.

La existencia de acido lactico en laluz vaginal tiene como consecuencia que
el pH vaginal se mantenga acido, a niveles de aproximadamente 3,8-4,5,
generando un ambiente protector en la mucosal*3l. Al respecto, se ha demostrado
queun pH >5 se asocia significativamente con un aumentodel 10-20 % en el riesgo
de positividad para el VPHMI; y que, la proteina E5, responsable de la

transformacion viral, es particularmente susceptible al pH bajo[4°l.

Los diferentes isdmeros del acido lactico tienen funciones unicas en el
microambiente vaginal: el predominio de D- lactato conduce a una MV equilibrada.
En cambio, L-lactato activa célulasinmunesy puedeinducira las célulasepiteliales

vaginales a liberar citoquinas proinflamatorias!*3l.
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Se hademostrado que L. crispatus produce cuatro veces mas D- lactato que
L-lactato; L. jensenii genera 9 veces mas D-lactato; mientras que L. iners es
productor casi exclusivo de la isoforma L. Por su parte, L. gasseri presenta poca
liberacion de D-lactato. A su vez, se ha comprobado que el isémero D producido
por L. crispatus, aumenta la viscosidad del moco cervical, constituyendo un factor
protector adicionall*®! (Ver Figura 15).

W L crispatus

[ L. jensenii

I L. iners

W 1%D(-) LA, pH 4

8 M L.iners + 1% D(-) LA, pH 4
B L.iners + 1% L{+) LA,pH 4

(=21

Lactic acid (mM)

0 [/
D (-) lactic acid L (+) lactic acid

Figura 15: Concentraciones de acido lactico Dy L en los sobrenadantes de cultivo obtenidosde
Lactobacillus spp.y soluciones quimicas de acido lactico Dy L al 1%. Adaptado de Edwards VL, et al.
The Cervicovaginal Microbiota-Host Interaction Modulates Chlamydia trachomatis Infection. mBio 2019;10(4).

Otros compuestos producidos por Lactobacillus son el peréxidode hidrégeno
(H202) y las bacteriocinasl4’48l, E| H202 es un agente oxidante, toxico para las
bacterias catalasa-negativas, como la mayoria de los anaerobios. Casi el 90% de
Lactobacillus lo producen, y existe una correlacidn positiva con la ausencia de
vaginosisbacteriana (VB). L. jenseniiy L. vaginalis son las especies con mayor tasa
de produccion de H202[*9, mientras que L. iners es incapaz de generarlo.

Las bacteriocinas son péptidos que modifican la permeabilizacion de las
membranas celulares®, pudiendo actuar sobre otros microorganismos,
cumpliendo con el fendmeno de interferencia bacteriana. Se ha observado una
capacidad superiorde L. inersy L. crispatus para competir con otras bacterias por

los recursos vaginales!32l,
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Fluctuaciones de la Microbiota Vaginal y Factores Asociados

Existe cierto consenso en la comunidad cientifica de que la composicion de

la MV tiene importantes fluctuaciones durante el ciclo de vida de la mujer, donde

las hormonas sexuales esteroides juegan un papel clave®1-541,

Los factores queintervienen en su composicion se pueden categorizar como
aquellos inherentes a la condicion humana (conocidos como factores no

modificables)y los relacionados con la conducta social o los habitats, denominados

factores modificables (Ver Tabla 5).

TABLA 5.FACTORES DE RIESGO ASOCIADOS A DISBIOSIS

FACTORES NO MODIFICABLES

Edad (status hormonal)

Etnia

Polimorfismos genéticos

Edad y Fisiologia Hormonal

La composicién de la MV sufre variaciones a lo largo de la vida de la mujer

(Ver Figura 16).

FACTORES MODIFICABLES

Anticoncepcién

Habitos sexuales- Habitos higiénicos

Medicacion

Dieta

Estrés

Tabaquismo

s

Childhood

Thin vaginal epithelium
Thin layver of mucus
Low estrogen levels
Low glycogen

Low Lactabacillus spp.
High microbial diversity

\ High vaginal pH

=

A

L8

Thick vaginal epithelimn
Thick laver of mucus
High estrogen levels
High glycogen

High Laciobacilius spp.
Low microbial diversity
Low vaginal pH

Y,

/ Post-Menopausal \

Thinner, distupted vaginal epithelinm
Thin layer of mucus
Low estrogen levels
Low glveogen

Low Lactobacillus spp.
High microbial diversity
High vaginal pH

o

Figura 16: Cambios en el MV a lo largo de la vida de la mujer. Extraido de Abou Chacral, etal.
Bacterial Vaginosis: What Do We Currently Know? Front Cell Infect Microbiol. 2022 Jan 18;11:672429.




Durante las 2-4 primeras semanas de vida, existe un predominio de
Lactobacillus por efecto de los estrégenos maternos, que median el engrosamiento
de lamucosa vaginal con la consiguiente produccion de glucégeno, y descenso del
pH. Pasado este periodo, por metabolizacién de los esteroides maternos, se
revierten todos los cambios mencionados, y disminuye la colonizacion por

Lactobacillus hasta la menarcal®®l.

En la infancia predomina la CST IV, con un pH neutro o elevado y una
mucosa plana estratificada fina. Prevalece una colonizacion por difteroides como
Corynebacterium spp. 78%, asi como por Staphylococcus epidermidis (73%) y

Mycoplasma spp!>el.

Entre los 8 y 13 afios se producen los cambios puberales en vulvay vagina,
gracias a la maduracion de las glandulas suprarrenales y las gdnadas. Esta nueva
condicién selecciona especies como Lactobacillus spp., Atopobium y Streptococcus

spp8l. Se produce engrosamiento de la mucosa vaginal, con abundante

descamacion celular.

En mujeres en etapa reproductiva, las bacterias anaerobias superan a las
aerobias en unarelacion 10:1. Posteriormente, con el aumento de la edad, el inicio

de las relaciones sexualesy los embarazos, los microorganismos aerobios resultan

mas abundantesl'0-2% E| pH vaginal alcanza su valor éptimo.

Entre las variaciones que puede sufrir el microbioma vaginal, existe

evidenciade que el cambio de un estado comunitarioa otro podria ser preferencial.

Asimismo, se ha comprobado que CST | tiende a ser la mas establel3740.57]
y puede sufrir una transicién temporal a CST dominada por L. iners o especies
mixtas de Lactobacillus debido a la influencia hormonal, en particular del estradiol,

la menstruacion, el embarazo o debido a ciertas practicas sexuales[®8 (Ver Figura
17).

Durante la menstruacion se observa un particular estado de vulnerabilidad,
ya que aumenta la concentracién de Gardnerella spp., la diversidad microbiana, y
disminuye L. crispatus. Ademas, los niveles de estrogeno y la produccion de
glucogeno estan en su punto mas bajo, lo que inhibe el crecimiento de

Lactobacillus!®). Para agravar este efecto, la mayor penetrabilidad de la mucosa
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cervical durante la menstruacion aumenta la probabilidad de ITS®%, Esto estaria
favorecido por una expresion reducida del receptor foll-like 4 (TLR-4) en este
periodo, y TLR- 9, que detecta el ADN viral y esta desregulado en la infeccion por
VPHI61.62],

Healthy State Transitional State Diseased State

+ Lacituria cops - Lcttucia =

Figura17: llustracion esquematica de los diferentes CST basada en la literatura cientifica. Adaptado de Chee
WJY, et al. Vaginal microbiota and the potential of Lactobacillus derivatives in maintaining vaginal health. Microb Cell
Fact 2020;19(1):203.

CST Il es dinamico, pero la transicion al estado de enfermedad no se informa
activamente. La transicion a CST | puede ocurrir en raras ocasiones durante el

embarazol®8l,

CST Il es un estado de disbiosis vaginal facilitada, donde el repertorio
metabdlico restringido de L. iners 'y su dependenciade los nutrientes del huésped,
lo hacen altamente sensible a los cambios ambientales!®® (Ver Figura 18). Se
asocia a un ambiente proinflamatorioy a un pH elevado.

CSTil: L. iners-dominated
Healthy/ Transitional State Diseased State
(/ Facilitated vaginal dysbiosis: i

= Restricted metabolic repertoire of L. iners o Lt
and their dependence on the nutrients from | = - A
host causing it to highly sensitive to \ g == “v:; o s
- s environmental changes - ! e

s minias|  m Produced -|actic acid which is insufficient to l
inhibit progression of pathogens  during /

: vaginal infection _____#_________..._*—-—-
A e

Figura 18: Adaptado de (Idem referencia Fiqura 17).

CST IV es un estado de enfermedad. Se encuentra frecuentemente en
pacientes con VB y mujeres sanas africanas. Aumenta el riesgo de ITS, trabajo de

parto pretérmino, aborto espontaneoy enfermedad pélvica inflamatorial®8l.
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CST V, dominado por L. jensenii, es estable y no se ha reportado ninguna
transicion haciaotro CST. Hay menos reportes acerca de las caracteristicas de este
CST8,

En la mujer postmenopausica, el aumento del pH y la deplecion de
Lactobacillus, influyen en la estructura y funciones vaginales, contribuyendo a la
aparicion del sindrome genitourinariode la menopausia, quefacilita la presenciade
bacterias entéricas; y, recurrencias y reinfecciones, generalmente con
microorganismos endogenos de baja virulencial*263l. Resulta interesante recordar

el segundo pico de prevalencia de infeccién por VPH por edad, y la contribucién de
este cambio en tal sentidol'6l.

Una mencidn aparte merece aquellas mujeres postmenopausicas que utilizan
terapia hormonal de reemplazo (THR), siendo esta la demostracion mas importante

de influencia estrogénica, al producir la restitucion de Lactobacillus!®4-66l,

Raza/Etnicidad

La adquisicion de VB se ha asociado con la raza negra en los Estados
Unidosl*267l: y con poblaciones afrocaribefias y aborigenes en Reino Unido y

Canada, respectivamentel6],

Las mujeres de raza negra tienen mayor diversidad microbiana y menor
probabilidad de colonizacién por Lactobacillus que las mujeres blancas[®.
Presentan menor proporcion de L. crispatus(3?6869 y predominio de L. iners'y

bacterias anaerobias facultativas[39.69.70],

La variacion genética del huésped también puede afectarla composicion del
microbiomal”!l. Polimorfismos en genes tales como el receptor antagonistade la
interleuquina-1 (IL-1ra), o TLR4l"2 podrian interferirr Como se menciond
previamente, se ha demostrado que los genotipos mutantes de TLR9 rs187084 y
rs352140 se asociaron con infeccion persistente por VPH-AR, y un retardo en el
clearence viral. Sin embargo, no se encontrd asociacion con los polimorfismos de
TLRA4I73],

29



Anticoncepcion

El uso de estrogenos y progestagenos exdgenos también se ha relacionado
con cambios significativos de la inmunidad cervical y alteraciones de la MV que
afectan la respuesta a las ITS[74,

Las usuarias de anticonceptivos orales combinados (ACO), o de estrégenos
solos (THR)["S], son mas propensas a ser colonizadas por Lactobacillus productores
de H202, en comparacion con otros métodosl’®77l. Los efectos aislados de los
progestagenos son mixtos y no concluyentes;y una revisién sistematica postula
que disminuyen las especies de Lactobacillus, aumentando la diversidad y

abundancia de bacterias asociadas a VB (BAVB)/"3.,

En referencia a los dispositivos intrauterinos, estos originan cambios en la
MV de tipo cuantitativo, debido, principalmente, al fendmeno inflamatorio que
desencadena la presencia del hilo a nivel endocervical.l’879, Algunos autores han
asociado al SIU-LNG con la persistencia cervical de C. trachomatisi®d, y la
colonizacion por Candida spp®'l. Esto podria deberse a un aumento del pH

endocervical >4,5, prevalencia de neutrdfilos endocervicales, citdlisis vaginal 82,

Los anillos vaginales podrian establecer cambios en la MV tanto por su
aporte hormonal como por su comportamiento como “cuerpo extrafio”. Sin

embargo, un estudio observd un efecto protector de la MV en comparacion con
usuarias de ACOI83],

Histéricamente el uso prolongado de anticonceptivos hormonales se ha
asociado con un mayor riesgo de CCU, aunque datos mas recientes cuestionan
esta asociacion!®84, La anticoncepcion oral promueve la ectopia cervical, lo que
podria explicar la propension a contraer el VPH. Sin embargo, hay multiples
factores asociados con la adquisicion del VPH que a menudo también coinciden
con el uso de estos farmacos (incluida la edad reproductiva, el comportamiento
sexualy el tabaquismo), y podrian constituirfactores de confusion(®l. Asimismo, los
datos sobre las practicas anticonceptivasy el riesgo de VPH también son dificiles
de contextualizarteniendo en cuenta los efectos beneficiosos de los ACO sobre la
M\V/[75.86]
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Habitos Sexuales

La relacion entre la actividad sexual y la infeccion por VPH esta bien
establecida. Se sabe que el numero creciente de parejas sexuales alo largo de la

vida y antecedentes de cualquier ITS estan fuertemente asociados con la
adquisicion del Papilomavirus!®7l,

Los factores principalmente asociados a un mayor riesgo de VB e ITS son:

- Mayor frecuencia de relaciones sexuales y multiples o nuevas
parejas(7088.89;

- Falta de uso de proteccion de barreral®.90;

- Sexo homosexualfemenino'.92] directamente proporcionala un nimero
elevado de parejas recientes (>1 en los Ultimos 3 meses/®d), y a la

presencia de VB en la pareja sexuall®;
- Coito vaginal inmediato luego de coito anal receptivol.

Existe cierta controversia respecto de otros factores como el sexo oral
receptivol®2l, si bien se ha aislado Gardnerella spp., Leptotrichia, Sneathia y
Megasphaera en cavidad oral®l. El sexo receptivo digital (ya sea vaginalo anal)no
parece estar relacionado con la VB[P2.

Hasta el momento, no hay estudios que investiguen directamente el vinculo

entre VPH, la MV y los habitos sexuales(®’l.

Habitos y Gestiéon Menstrual

El tabaquismo es un factor de riesgo conocido para la prevalencia del VPH,
y el desarrollo de LIE y CCUSL. E| principal metabolito de la nicotina, la cotinina, se
ha aislado en el moco cervical; y este habito se asocia con dafio epitelial cervical,
modificacion del ADN y respuestas inmunitarias suprimidas[®”-98l, Asimismo, se ha
relacionado con el aumento de la prevalencia de VB en varios estudios
epidemioldgicosy, en ocasiones,de forma dosis-dependientel®6.99 Recientemente,
se compard el metaboloma vaginal de fumadoras y no fumadoras, observando
mayor proporciéon de aminas biogénicas (cadaverina, putrescina y otras) en las

primeras!®9,
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Estudios del microbioma han revelado el sorprendente efecto de la dieta
sobre la composicion y funcion de la MVI'%! y se han descripto ciertos hallazgos
concordantes con la asociacion entre nutracéuticay VPH. Niveles elevados de
albumina, vitamina A, D, E, folato y antioxidantes constituyen un factor protector de
la MV con menorriesgo de adquisicion de VPHI'1: mientras que su déficitse asocia
a VBI102.103] g infeccion por VPH-ARI%4. A su vez, se ha encontrado una relacion
directa entre el aumento de grasa y mayor indice glucémico en la dieta, con
VBI102.105]: mjentras que, la eliminaciéon del VPH-AR se asocio con un alto consumo
de frutas, mariscos y proteinas vegetales!'0].

El uso de productos de higiene femenina podria alterar la barrera inmune
vaginalteniendounimpactoen la integridad celular. La utilizacion de tampones con
poliacrilato se ha asociado al sindrome de shock toxico estafilococico (SST)!07];
mientras que se ha observado una mayor colonizacion vulvovaginal con bacterias

entéricas en aquellas mujeres que utilizan apdsitos o protectores de uso diariol108],

Con respecto al uso de copa menstrual, se han reportado 5 casos de

SST%9l y en una investigacion publicada en mayo de 2023 se comprobd una
asociacion potencial con un incremento de infecciones fungicas!'10l.

Las duchas vaginales también se relacionan con un mayorriesgo de VB[]
y como lo demuestra un estudio que involucrd 49.300 mujeres estadounidenses,
podrian propiciar el desarrollo de LIE, ya sea por alteracion de la MV o el uso de
productos con ftalatos o compuestos organicos volatiles potencialmente
cancerigenos!''2. Las consecuencias de otros procedimientos intravaginales (uso
de jabon, papel, talco) no son totalmente bien entendidos!'2113] siendo algunos de
ellosmas asociados con riesgo de disbiosis (usode hidratantes o lubricantesabase
nonoxynol-9)l114],

Técnicas para el Estudio y Caracterizaciéonde la MV

Se han realizado multiples investigaciones a nivel mundial con el objetivo de

caracterizar la MV en mujeres en edad fértil y, en particular, las especies
predominantes de Lactobacillus.
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Con el avance tecnoldgico en secuenciacion masiva se han desarrollado
nuevos métodos que pueden secuenciar directamente el ADN fragmentado o
amplificado sin necesidad de clonar. Estos métodos se conocen como métodos de
segundageneracion y se agrupan en la definicién de next generation sequencing
(NGS). Presentan muchas ventajas, entre ellas un menor costo, una reduccion del

tiempo de preparacion y del proceso de secuenciacion, una aceptable calidad de
los datos y, sobre todo, la generacion de una gran cantidad de secuencias.

Sin embargo, requiere un paso previo de amplificacion por PCR que puede
inducira error, sobre todo por sobreestimar las poblaciones mayoritarias. Aun asi,
estas técnicas representan, en la actualidad, el estandar para el estudio de las

comunidades microbianas, particularmente la microbiota humanal''9,

En el afio 2017, Foschi et al., se propusieron evaluar la integracion de
diferentes enfoques moleculares: genotipico (secuenciacion de ARNr 16S),
protedmica (MALDI-TOF MS, Matrix-Assisted Laser Desorption/lonization- Time of
Flight Mass Spectrometry) y metabolémica (1TH-NMR, Proton Nuclear Magnetic
Resonance), para la taxonomia y caracterizacion metabdlica de especies de
Lactobacillus. El alto poder discriminatorio de MALDI-TOF MS para la identificacion
de especies fue subrayado por la excelente concordanciacon el analisis genotipico
(97,5%)11161,

La espectrometria de masas (MALDI-TOF MS), es unatécnicautilizada para
la identificacion de microorganismos mediante la creacion de un espectro basado
en el perfil de proteinas, que es Unico para una especie dada, lo que ha permitido

la creacidn de bases de datos!!17.118],

En el World Microbe Forum de 2021, investigadores de Portugal y China,
expusieron los datos obtenidos mediante MALDI-TOF MS y secuenciacién de
péptidos y proteinas, a partir de muestras de flujovaginal. Lactobacillus spp. fueron
identificados en el 85% de los casos; y se aislaron siete especies: L. crispatus, L.
jensenii, L. paragasseri, L. gasseri, L. iners, L. delbruecki y L. mulieris(',
Adicionales estudios compararon los hallazgos obtenidos por secuenciacion y

espectometria, concluyendo que MALDI-TOF MS demostré ser una herramienta
confiable y rapida para identificar Lactobacillus a nivel de especiel'20.121],
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En tal direccion, se destaca la investigacion llevada a cabo por Susuki et al.
en el Hospital de Clinicas de la ciudad de Buenos Aires, cuyo objetivo fue evaluar
la disfuncién vaginal mediante BACOVA y caracterizar |la microbiota lactobacilar por
espectometria de masa, en pacientes con lesiones citolégicas de alto (HSIL) y bajo

grado (LSIL) por VPH, en comparacién con un grupo control[122],

El Balance del Contenido Vaginal (BACOVA) constituye una herramienta de
apoyo para el diagndstico de disfuncién vaginal en el laboratorio microbioldgico,
utilizada desde el afio 2004, bajo normativas de la Fundacion Bioquimica Argentina.
Este sistema genera el nuevo concepto de Estados Vaginales Basicos (EVB), que

define con un alto valor predictivo el estado funcional vaginal, a partir del estudio
morfoldgico del contenido vaginal y la reaccién inflamatorial'23],

Asi surgen 5 EVB: |-Microbiota Normal, II-Microbiota Normal con Reaccion
Inflamatoria Vaginal significativa, lll-Microbiota Intermedia, IV-Vaginosis Bacteriana
y V-Vaginitis Microbiana Inespecifica. BACOVA contribuye con un 75 % de valor
predictivo positivo en vaginitis convencionales (Tricomoniasis y vulvovaginitis por

levaduras); y con un 100 % para Vaginosis Bacterianal'23l,

En la investigacion, Susuki et al. analizaron 760 pacientes a lo largo de 6

afnos, y las clasificaron segun rangoetario en grupo 1 (n=175, 18 a 24 afios)y grupo
2 (n=585, 25 a 50 anos).

Se observd una asociacién estadisticamente significativa entre LSIL y HSIL
con disbiosis vaginal en el grupo 1 (P=0,047 y P=0,05, respectivamente). Las
pacientes HSIL tuvieron una disminucién de L. crispatus (21,4%) y una alta
prevalencia de L. jensenii (46,2%)!'%?], observando un mayor grado de desbalance

vaginal.
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Disbiosis Vaginal: desequilibrio en la composicion de la MV

Muchas veces el estado de eubiosis se ve alterado por modificaciones en
las concentraciones de microorganismos, produciendo una situacion de

desequilibrio o disbiosis de la microbiotal24],

La disbiosis vaginal (DV) se describe para tres alteraciones principales en el
medio ambiente vaginall'?>-127: yn cambio en la composicion reemplazando
Lactobacillus por anaerobios facultativos; la producciéon de compuestos aminoy; un
aumento en el pH >4,5. Estas caracteristicas favorecen el desarrollo de
microorganismos oportunistas que se comportan como patdégenos, ya sea que se

encuentren habitualmente en la vagina o que sean exogenos!'?7],

Por lo tanto, esta diversidad en la MV, también llamada microbioma no
saludable, es mas susceptible a enfermedades, incluida la adquisicién de ITS y

resultados reproductivos y obstétricos desfavorables[37:57.128],

Comensales como Patogenos
Vaginosis Bacteriana

La condicién clinica mas comun y mejor estudiada de DV es la Vaginosis
Bacteriana, generalmente compatible con CST IlI-IVI'22, Su prevalencia resulta

dificilde estimar, pero oscila entre 15-30%, ascendiendoa51% en laraza negral®'l,

Es unapatologia enddgena polimicrobiana, caracterizada por un pH elevado
(rango 5-5,5) y la presenciade varias aminas primarias y poliaminas (trimetilamina),
que pueden detectarse por la presencia del caracteristico olor a pescado (fishy
odor) que emiten después del afiadido de hidroxido de potasio (KOH)[?4. El término
vaginosis permite diferenciarlade las vaginitis, ya que no hayreaccion inflamatoria.

Generalmente es de curso benigno, pero puede asociarse a complicaciones
como enfermedad pélvicainflamatoria (EPI), incrementode carga viral en pacientes
VIH, mayor riesgo de parto pretérmino, entre otras[?4l.

Este estado disbidtico puede generarse cuando ciertas condiciones
interrumpen, modifican, reducen, bloquean, fluctian o agotan los Lactobacillus

dominantes!'3% resultando en unamenorproduccion de H202y acido lactico, lo que
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facilita un reemplazo progresivo por otros constituyentes de la MV, que en conjunto
reciben el nombre de complejo GAMM (Gardnerella spp.; anaerobios como A.
vaginae, Prevotella, Sneathia; Mobiluncus; M. hominisy U. urealyticum, entre otras
BAVBI'31, Se han propuesto dos teorias para comprender este estado disbidtico.
La primera se refiere a la desaparicién de Lactobacillus por factores exdgenos o
enddgenos; mientras que la segunda explica que serian atacados por un tipo de
virus especifico (bacteriéfagos), volviéndolos incapaces de recolonizarla vagina, y

facilitando el sobrecrecimiento anaerobiol'0l,

Hasta hace poco, Gardnerella vaginalis era la Unica especie presente en el
género Gardnerella. En 2019, se propusieron trece nuevas especies; y la
descripcion de G. vaginalis fue reducida y modificada. Para reflejar la taxonomia

actual, se utilizara Gardnerella spp. en lugarde G. vaginalis!30l.

Se trata de un bacilo Gram variable, inmdvil y anaerobio facultativol'%, Su
patogenicidad depende de sus factores de virulencia, como la actividad sialidasa,
su toxina vaginolisina que le permite su adhesion a las células epiteliales vaginales
(clue cells), y laformacion de biopeliculas('?41321(Ver Figura 19). Estudiosrecientes
han demostrado que Gardnerella spp. se encuentraen el 40% de las mujeres con
MV sano, postulando que constituye una causa necesaria pero no suficiente para
el desarrollo de VB, por lo que se infiere que solo algunas especies estarian
involucradas en el desarrollo de DVI'33],

Figura 19. Tincion de Gram, 1000x. Clue cell. Adaptado de Vieira-Baptista P, et al. International
Society for the Study of Vulvovaginal Disease recommendations for the diagnosis and treatment of
vaginitis. 2023.

Tradicionalmente, el diagndstico se realiza por los criterios de Amsel: pH >4-
4,5, descarga vaginal homogénea, prueba de aminas positiva y presencia de clue
cells!'34, La elevacion del pH es el criterio diagnostico mas sensible de VB (98%),

mientras que el test de aminas positivo tiene un elevado valor predictivo positivo[?4l.
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El diagndstico de laboratorio se basa en la tincion de Gram de la muestra de
flujo vaginal y su analisis segun los criterios de Nugent, que considera los
morfotipos bacterianos estableciendo un sistema de puntuacion!'39],

Se ha comprobado que la presencia de VB se asocia con tasas mas altas de
infeccion por VPHI'38], con retraso en el clearence virall'37]; y, en direccidn opuesta,

la infeccion por VPH-AR persistente duplica el riesgo para la génesis de VBI138],

Candidiasis Vulvovaginal (CVV)

La candidiasis vulvovaginal ocurre en el 75% de las mujeres al menos una
vez en la vida, mientras que aproximadamente el 5-10% desarrollara recurrencias
(mas de cuatro episodios anuales)!'3%.140] Se ha demostrado su asociacion con
diabetes, uso de antibidticos, aumento del nivel de estrogenos (embarazo,
premenstruoy ACO), inmunodepresion y el inicio de relaciones sexuales!'#:142] No
obstante, no se conoce su real incidencia por el sobrediagnostico y la

automedicacion.

Existen diferentes especies de Candida que pueden afectar el TGl. Candida
albicans es la especie dominante (involucrada en mas del 80% de los casos), en
tanto que Candida glabrata es la segunda en frecuencia (en postmenopausicas,
diabéticas y pacientes HIV), junto con C. guilliermondiiy C. tropicalis. Finalmente,
variantes del Complejo albicans como C. africana y C. dubliniensis también

desempeiian un papel en la produccién de VVC[24.130],

Candida albicans es un organismo comensal dimorfico del tracto intestinal y
genital,ya que se encuentraen humanosen fases fenotipicas distintas. En general,
los blastoporos representan el fenotipo asociado a la transmisién o propagacion de
infeccién, y se relacionan con la colonizacion asintomatica de la vagina. Por el
contrario, la pseudohifas se asocian, aunque no exclusivamente, con enfermedad

sintomatical2#! (Ver Figura 20).
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Figura 20. Tincion de Gram, 1000x. A Blastosporos. B Pseudohifas y blastosporos. Adaptado
de Vieira-Baptista P, et al. International Society for the Study of Vulvovaginal Disease
recommendations for the diagnosis and treatment of vaginitis. 2023.

La CVV puede clasificarse, segun el sistema propuesto por el CDC, en no
complicada y complicada (esta ultima incluye CVV recurrente, crénica y las no
producidas por C. albicans)!30],

Clasicamente, ocurre en asociacion con un aumento significativo en el
numerode unidadesformadorasde colonias (UFC)de Candida. Existe unarelacion
inversa entre Lactobacillusy Candida spp., de modo que, cuando los primeros son
eliminados por tratamientos antimicrobianos (principalmente betalactamicos y
tetraciclinas!'#3]), las levaduras se hacen cargo del vacio microbiolégico. Esta
observacion sugiere la existencia de un efecto antagénico de control de
Lactobacillus sobre |las especies de Candidal?8].

Algunas explicaciones plausibles sobre como C. albicans cambia de mero
colonizador a patégeno incluyen, como ya se menciond, la DV, la expresiéon de
factores de virulencia (es decir, formacion de hifasy biopeliculas), y la produccion

de enzimas proteoliticas que generan inmunotoxicidad vaginall141.144],

A menudo, hay exacerbacién de los sintomas en los 5-7 dias previos a la
menstruacion. La secrecion vaginal no siempre esta presente, aunque suele
describirse como blanca, espesa, con grumos (tipo leche cortada). El pH es el
habitual, y la prueba de aminas es negatival?4l.

El diagnésticoes clinico,debiendorealizar cultivo e identificacién de especie

en los casos de fracaso terapéutico o candidiasis complicadal24.
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Vaginitis Aerdbica

La vaginitis aerdbica (VA) fue caracterizada por primera vez en 2002, como

una condicion diferente con respecto a la VB, con ciertas caracteristicas
distintivas('49],

Se la define como unadisrupcién de la MV habitual, por una disminucion en
la cantidad de Lactobacillus, acompafada de inflamacién severa, maduracion
epitelial deficiente (con alto indice descamativo) y la presencia de especies
entéricas principalmente aerdbicas, incluido el EGB, Enterococcus faecalis,

Escherichia coli y Staphylococcus aureust?4146-148],

Se trata de unainfeccidén enddgena cuya prevalenciano es aun muy clara,
oscilando entre 5-12%['46.149  Podria asociarse a resultados adversos
perinatales!148],

Respecto al cuadro clinico, el 70% de estas mujeres muestra un flujo vaginal
inespecifico, generalmente amarillo, espeso, de aspecto purulento; y el 12%
manifiesta dispareunia, con dolor predominantemente a nivel del introito. El pH se
encuentra elevado, por encima de 4,5. La prueba de aminas puede ser positiva,
pero lo mas frecuente es la presencia de un olor fecaloide?481. Tiende a la
recurrencia, y suele participar con otros agentes etiolégicos, dando lugar a las

vaginitis mixtas, en particular, la condicion VA/VBI24],

El examen microscopico es el elemento que orienta hacia el diagndstico: la
presencia de respuesta inflamatoria, el aumento de células parabasales vy, en
particular, la disminucion o ausencia de lactobacilos y su reemplazo por flora

cocoide o cocobacilar?4l.

Multiples estudios han demostrado unafuerte asociaciéon de esta entidad con
patologia cervical por VPH, aun superior a la observada para VB!'%%, concluyendo
que la VA constituye un importante factor de riesgo para infeccion por VPH y el

desarrollo de LIE[151.152],
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Diferencias Interespecies de Lactobacillus: ¢ Disbiosis?

La introduccion delos CST hallevado a la comprension de que las especies
de Lactobacillus no son igualmente protectoras contra los patégenos, y en

ocasiones, pueden constituirse como responsables de un cuadro patologicol'3l.

Una especie muy interesante es Lactobacillus iners. Forma parte de la MV
y, de hecho, es unade las predominantes en mujeres en edad fértil; sin embargo,
su papel es ambiguo, presentando diferentes patrones de expresion en condiciones

normalesy en estados disbidticos (Ver Esquema 1 y Figura 21).

En comparacién con otras especies de Lactobacillus,L. inerstienerequisitos
nutricionales mas complejos y una morfologia Gram-variable. Presenta un genoma
inusualmente mas pequefio (~1.3 Mbp, frente a otras especies con genomas de 3-
4 Mbp)[129.154.155]  Esto podria deberse a eventos evolutivos que le permiten una

supervivencia optima en la vagina. Por lo tanto, L. iners podria ser un genuino
simbionte vaginal, pero también un potencial patégeno oportunistal's],

Produce una citolisina dependiente de colesterol (CdC) llamada inerolisina,
similar a la vaginolisina de Gardnerella spp. (68,4% de similitud['%¢l), con capacidad

de perjudicar la integridad del epitelio vaginal y cervicall'%®l, Esta CdC esta activa
con un pH entre 4,5 y 6,0, que corresponde al nivel encontrado en VBI!"%4],

L. iners metaboliza glucosa y solo tiene LDH especifica para producir L-
lactatol'96.157], Esta isoforma, se ha correlacionado con un aumento significativo de
los niveles del inductor de metaloproteinasa de matriz extracelular vaginal
(EMMPRIN) y metaloproteinasa de matriz-8 (MMP-8), que alteran las uniones
estrechas en el epitelio endocervical, lo que hace que el TGl sea susceptible a la

infeccidon por VPHI'®1 C. trachomatis!*6:158-1651  Candida albicans!163.165],

Por el contrario, las altas concentraciones de D-lactato producido L.
crispatus, aumentan la viscosidad del moco cervicovaginal y mejoran la captura de
particulas virales['%8] inhibiendo el desarrollo de Candida sppl'3.169],

La presencia de L. iners en CST lll y CST IV se asocié con una elevada
liberacion de factores proinflamatorios como el factor inhibidorde la migracién de
macréfagos (MIF), interleucina-1a, interleucina-18 y factor de necrosis tumoral alfa

(TNF-a)'87]. Por otro lado, las células epiteliales exhiben un menor nivel de
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autofagia, una mayor induccion de proteinas de shock térmico relacionadas con el
estrés!'68l, Esto podria conducira un estado de inflamacion cronica; un factor bien

conocido de carcinogénesis!'6

Si bien algunas microbiotas dominadas por L. iners exhiben cierta estabilidad
temporal, en general forma parte de microambientes con una mayor tendenciaa
estados deficientes en Lactobacillus!'’%171] La notable adaptacion de L. iners al
nichovaginal podria deberse a su capacidad para regular susfunciones genémicas
(variacion del 10% del genoma en eubiosis versus DV). Queda por dilucidaren qué
medida esto representa patogenicidad o una fuerte capacidad de colonizacion,

especialmente porque varios factores presentes durante la VB pueden ser toxicos
o inhibidores para otros Lactobacillus, pero no para L. inerst!55:156],

Esquema 1. Perfiles de Lactobacillus iners.
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En contraposicion, L. crispatus no induce inflamacion, y se ha asociado con
la proteccidn frente a patdégenos!'?2:1721 menor probabilidad de infeccion por VPH-

AR,y un mayor clearence virall'”3l (Ver Figura 22).
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Figura 22: La estructura de MV parece estar asociada con la adquisicion y persistencia de lainfeccion
por VPH. Extraido de Mitra A, et al. The vaginal microbiota, human papillomavirus infection and cervical
intraepithelial neoplasia: what do we know and where are we going next? Microbiome. 2016 Nov 1,;4(1):58.

Aun no se identifico con exactitud los roles de Lactobacillus gasseri y
Lactobacillus jenseniil'’4l. Sin embargo, la mayor estabilidad de los CST donde

ejercen dominancia, los asocia a una rapida eliminacion de VPH![169],

Por ultimo, se han descripto dos condiciones clinicas asociadas a un

aumento significativo de Lactobacillus, que presentan leves diferencias entre si.

La lactobacilosis, condicién informada en 1994 por Horowitz y colegas,
caracterizada por flujoy prurito vulvovaginal ciclicos, predominantemente los 7-10
dias previos a la menstruacion (24, Presenta una prevalencia del 5,51%!'49. El pH

es menor a 4 y la prueba de aminas negativa. El diagndstico es microscopico al
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observar largos y serpenteantes elementos bacilares, de 40-75 pum, en
contraposicién con los lactobacilos de longitud habitual (5-15 um), llamados
Leptothrix'75-1771 (Ver Figura 23). El motivo de esta elongacién de los lactobacilos
es desconocido.La morfologia celulares normal y nohay respuesta inflamatorial24.

Figura 23: (A) Leptotrichia (Tincién de Gram)-(B) Leptotrichia (MEB). Adaptado de
Xuedong, Z. Supragingival Microbes. Atlas of Oral Microbiology, (2015), 41-65.

Por otro lado, la vaginosis citolitica o citolisis de Ddéderlein, descripta por
Cibley y Cibley en 1982, se presenta frecuentemente en mujeres en edad
reproductiva, debido al sobrecrecimiento desmedido de los lactobacilos,
principalmente L. crispatus!'’8l. Esto ocasiona un aumento de lactato, con
disminucion del pH vaginal y la aparicién del cuadro clinico, que se intensificaenla
fase lutea y desaparece con la menstruacion. En este caso, son llamativas la
citdlisis y la presencia de las denominadas falsas clue cells (resultado del gran
numero de lactobacilos adheridos a las células) (Ver Figura 24). La respuesta

inflamatoria es negatival?4l.

Figura 24: Abundantes Lactobacillus y células epiteliales fragmentadas (nucleos desnudos y restos
citoplasmaticos). Adaptado de Kraut R, et al. Scoping review of cytolytic vaginosis literature. PLoS ONE
(2023) 18(1): €0280954.
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Asociacion entre Disbiosis e Infeccion por VPH

Investigaciones previas sobre el microbioma gastrointestinal han
demostrado que los microorganismos comensales podrian promover o inhibirla

carcinogénesis!'79.180],

Estudios mas recientes han identificado vinculos potenciales entre el
microbioma vaginal y el CCU: la MV podria influiren la regulacion inmuney la

oncogénesis, sin embargo, la inferencia causal sigue siendo inciertal'81],

Lee y sus colegas fueron los primeros en utilizar secuenciacién de ADN de
alto rendimiento (NGS) para examinar el impacto de la infeccion por VPH en la
composicion de la MV en una cohorte de gemelos coreanos, VPH discordantes. El
objetivo de este estudio fue medir la contribucién de la genética en comparacion
con los factores medioambientales. Las mujeres VPH positivas presentaron una
mayor diversidad de especies Yy, significativamente menor presencia de
Lactobacillus spp., en comparacion con su gemela no infectada. Ademas, se
identificd a Sneathia spp. como un marcador microbiolégico de infeccion por
VPHI82],

Recientemente se han realizado multiples investigaciones adicionales con el

fin de caracterizar el microbioma vaginal en mujeres con lesiones cervicales.

El primero de ellos, llevado a cabo en Reino Unido en 2015 por el equipo de
Mitra, mostré que el aumentode la gravedad de la LIE esta asociada con unamayor
diversidad microbiana y con una disminucién de la abundancia relativa de

Lactobacillus spp, independientemente del estado de VPHI'83],

Asimismo, se observd un aumento gradual en la prevalenciade CST IV (Ver
Tabla 6), con el incremento en la severidad de la patologia. La MV en HSIL se
caracteriz6 por niveles mas altos de Sneathia sanguinegens (P<0,01),
Anaerococcus tetradius (P<0,05), Peptostreptococcus anaerobius (P<0,05); vy
niveles mas bajos de Lactobacillusjensenii (P<0,01) en comparacién con LSIL (Ver
Figura 25), por lo que estos microorganismos podrian considerarse biomarcadores
de severidad('83],



TABLA 6. TASAS DE CST SEGUN LA SEVERIDAD DE ENFERMEDAD

(Adaptado de Mitra A, et al. Cervical intraepithelial neoplasia disease progression is associated with increased vaginal
microbiome diversity. Sci Rep 2015;5:16865)

CSTI CSTII CSTII CSTIV CSTV Total
L. crispatus | L. gasseri L. iners Polimicrob. = L. jensenii n/N (%)
n/N (%) n/N (%) n/N (%) n/N (%) n/N (%)
SEVERIDAD DE ENFERMEDAD
Normal 10/20 (50) 0/20 (0) 8/20 (40) 2/20 (10) 0/20 (0) 20/20 (100)
LSIL 22/52 (42) 1/52 (2) 12/52 (23) = 11/52 (21) 6/52 (12) | 52/52 (100)
HSIL 37/92 (40) 3/92 (3) | 27/92 (29) @ 25/92 (27) 0/92 (0) 92/92 (100)
CCU 1/5 (20) 1/5 (20) 0/5 (0) 2/5 (40) 1/5 (20) 5/5 (100)
Total 70/169 (41) 5/169 (3) 47/169 40/169 7/169 (4) 169/169
(28) (24) (100)
Valor P! 0.30 0.12 0.38 0.06 0.47 -
Valor Q' 0.47 0.46 0.47 0.32 0.47 -

Calculados mediante regresion lineal.
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Figura 25: Histograma de las puntuaciones LDA calculadas para caracteristicas diferencialmente
abundantes entre los estados patologicosLSIL y HSIL. Extraido de Mitra A, et al. Cervical
intraepithelial neoplasia disease progression is associated with increased vaginal microbiome diversity.
Sci Rep 2015;5:16865.

Otro estudio de cohortes publicado posteriormente por Oh et al., incluyd
mujeres coreanas con LSIL o HSIL en citologia, versus controles normales
(definidos como citologia normalo ASC-US);y buscé evaluarsu asociaciéon con DV,

utilizando pirosecuenciacion (secuenciacion mediante luminiscencia).

Los resultados sugirieron que patrones determinados por la escasez de L.
crispatus y predominiode A. vaginae, Gardnerella spp., y L. iners, se asociaron con
un aumento de casi 6 veces en el riesgo de enfermedad cervical LSIL/HSIL, y por
lo tanto los autores definieron esto como un "patrén de riesgo microbiano” (Ver
Figura 26). La abundancia de A. vaginae se asocidé a un mayor riesgo de LIE,
presentandounadiferencia estadisticamente significativa respectode los controles.

Adicionalmente, se observé un efecto sinérgico entre una puntuacién alta de este
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patron microbianoy la infeccidon por VPH-ARI'84. Si bien nohubo ajuste porfactores
de riesgo y se incluyeron mujeres con lesiones de significado indeterminado, el

estudio destaca las probables cualidades protectoras de ciertas especies de
Lactobacillusy el potencial patologico de otras asociadasa CST IV,
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Figura 26: La distribucion de cuatro especies (G. vaginalis, A. vaginae, L. iners y L. crispatus). Los
diagramas de caja muestran unadiferencia significativa en la abundanciarelativa de cada especie
entre los terciles de la puntuacion del patronde riesgo; (a) P<0,001, (b) P<0,001, (c) P=0,0361, (d)
P<0,001 en la prueba de rangos de Kruskal-Wallis. Extraido de Oh HY, et al. The association of uterine
cervical microbiota with an increased risk for cervical intraepithelial neoplasia in Korea. Clin Microbiol Infect
2015;21(7):674.e1-9.
Kwasniewski et al. determinaron, mediante tipificaciéon del ARNr 16S por
PCR, que el CST de pacientes sanas (VPH negativas) estaba dominado por
Lactobacillus crispatus, Lactobacillus iners y Lactobacillus taiwanensis; sin

embargo, Gardnerella spp. y Lactobacillus acidophilus estaban ausentes!'8],

En el CST de pacientes con LSIL (VPH positivas) predominaron
Lactobacillus acidophilus y Lactobacillus iners; y, en pacientes con HSIL (VPH

positivas) se encontré abundante Gardnerella spp. y Lactobacillus acidophilus,
careciendo de las otras especies!'®! (Ver Tabla 7 y Figura 27).

Los resultados de este estudio indicaron que el desarrollo de CCU inducido
por VPH se asocia con una alta diversidad microbiana, que participaria en la
persistencia de la infeccion y, por tanto, es indicativo del pronédstico de la
enfermedad!8d],

TABLA 7. ANALISIS DE LA FRECUENCIA DE ESPECIES BACTERIANAS
SELECCIONADAS EN CONTROLES, Y PACIENTES DIAGNOSTICADAS
CONLSIL Y HSIL.

FRECUENCIAS >10 HAN SIDO RESALTADAS.

(Adaptado de Kwasniewski W, etal. Microbiota dysbiosis is associated with HPV-induced cervical carcinogenesis.
Oncol Lett 2018;16(6):7035-47)

Especies Control LSIL HSIL
Actinomyces turicensis 0 0.63 0
Corynebacterium glaucum 0.08 0 0.19
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Corynebacterium matruchotti 0 0.07 0.19

Gardnerella vaginalis 11.47 46.93 304.49
Lactobacillus acidophilus 20.87 1273.62 1193.89
Lactobacillus crispatus 2506.01 405.03 245.87
Lactobacillus iners 3772.35 3183.67 1217.21
Lactobacillus taiwanensis 320.69 410.57 116.49
Propionibacterium acnes 0.88 0.42 0.48

Propionibacterium humerusii 0.16 0.13 0.14

Lactobacillus cris, pa tus
Lactobacillus iners

¥ Gardnerella vaginalis Lactobacillus taiwanesis
Healthy ar benign disease ——"——————| -S|l (HPV+) ——""—— H-SIL (HPV+)
* Lactobacillus crispatus + Gardnerelia vaginalis

Figura 27: Modelo propuesto para el andlisis de la asociacion entre ocurrencia de especies
bacterianas y diagnéstico histopatologico. Extraido de Kwasniewski W, et al. Microbiota dysbiosis is
associated with HPV-induced cervical carcinogenesis. Oncol Lett 2018;16(6):7035-47.

Laniewski et al. también demostraron que la dominancia de Lactobacillus
disminuyd con la gravedad de la neoplasia cervical, lo que se correlacion6 con un
pH vaginal elevado en mujeres hispanicas. Ademas, Sneathia se enriquecio en
todas las LIE!'8] (Ver Figura 28). Sin embargo, la naturaleza transversal de estos

datos no permitié la exploracién del impacto que esa composicion microbiana
puede tener sobre el resultado clinico de las LIE y el clearence viral.
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Figura 28: Lactobacillus esta subrepresentado, mientras que Sneathia esta enriquecido en
controles VPH positivo, LGD (LSIL), HGD (HSIL)y CCU en comparacién con controles negativos
para el VPH. Extraido de taniewskiP, et al. Linking cervicovaginal immune signatures, HPV and
microbiota composition in cervical carcinogenesis in non-Hispanic and Hispanic women. Sci Rep
2018;8(1):7593.

En un estudio previo de Brotman et al., un muestreo en serie de mujeres en

el transcurso de 16 semanas sugirié que Lactobacillus gasseri puede promover la

47



eliminacién de lainfeccién aguda por VPH (P=0,03). En cambio, una MV con bajas
proporciones de Lactobacillusy sobrepoblacién de Atopobium (CST IV-B) presentd
unatasa mas lenta de clearence virall'8’l. Aunque limitado por el poder estadistico,
el estudio destacé la utilidad potencial de los perfiles longitudinales para examinar

las relaciones temporales entre MV y la infeccion por VPHI®L,

Un analisis prospectivo de Mitra et al. examino las relaciones temporales
entre la MV vy la historia natural de CIN2. Observaron que mujeres con dominio de
Lactobacillus al inicio, tienen el doble de probabilidad de regresién a los 12 meses,
en comparacion con aquellas que tienen una MV pobre en estas especies
(P=0,012). En tal direccion, CST IV se asocio6 significativamente con no-regresion
en comparacion con CST | (P=0,035) (Ver Figura 29). La presencia de taxones
anaerdbicos especificos, incluidos Megasphaera (P=0,003), Prevotella timonensis
(P=0,015) y Gardnerella spp. (P=0,036) se asociaron con la persistenciade CIN2 y
una regresion mas lenta (Ver Figura 30). Estos resultados sugieren que la
composicion de la MV en el momento del diagndéstico de CIN2, puede influiren la
evolucién natural de esta LIE. Esta investigacién no encontrd ninguna asociaciéon

particular entre clearence viral y MV,
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Figura 29: Resultados alos 12 meses de seguimiento segtin lacomposiciéninicial de laMV al inicio
del estudio. MV con deplecion de Lactobacillus (a) y CST IV (b) se asociaron con tasas
significativamente mas bajas de regresion en comparacién conla no regresion alos 12 meses.
Adaptado de Mitra A, et al. The vaginal microbiota associates with the regression of untreated cervical
intraepithelial neoplasia 2 lesions. Nat Commun 2020;11(1):1999.
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Figura 30: Se observo unariqueza de especies significativamente mayor (especies observadas)

en mujeres que no habian logrado el clearence viral a los 12 meses de seguimiento (P=0,0091).

Adaptado de Mitra A, et al. The vaginal microbiota associates with the regression of untreated cervical
intraepithelial neoplasia 2 lesions. Nat Commun 2020;11(1):1999.
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Investigacionesrecientes respaldan el concepto de que las CST llly IV estan
frecuentemente relacionadas con la infeccion por VPH y el desarrollo de LIE. CST
IV esta asociado con mayores niveles de produccidén de aminas, las cuales no sélo
son responsables de la caracteristica secrecidon maloliente, sino que también
resultan en la produccién de nitrosaminas, con potencial carcinégeno. Se ha

demostrado que L. crispatus, L. gasseri, L. jensenii tienen capacidad de
neutralizarlas in vivol'88],

Ademas, L. iners se haimplicadoen elagotamiento de la glutatién reductasa,
a diferenciade L. crispatus y L. jensenii, que estarian relacionados con niveles
elevados de esta enzima, indicando quelacolonizacién por L. iners resultaen tasas

mas altas de estrés oxidativol'89, conduciendo a la integracion del VPHI90],

En tal sentido, Kyrgiou y Mitra realizaron en el afio 2017 una revision acerca
de la asociacion entre CST y la historia natural de infeccién por VPH (Ver Figura

31), observando que CST | y una abundancia relativa de L. crispatus pueden
resultar protectores.
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Figura 31. Historia natural de la infeccion por VPHy CST. Extraido de Kyrgiou M, et al. Does the
vaginal microbiota play a role in the development of cervical cancer? Trans|Res. 2017 Jan;179:168-182.
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La eliminacion de las infecciones por VPH-AR se asocia con un nivel 6ptimo
de interferén-y (IFN-y) producido por las células T helper 1 (Th1), que potencia la
actividad citotoxica de las células T CD8+ citotdxicas!'®!l. Por el contrario, se ha
demostrado que la interleuquina-17 (IL-17) suprime los efectores inmunes en
enfermedades asociadas al VPH!'92]; y, el papel de Th17 e IL-17 parece ser crucial

en la progresién de la carcinogénesis cervicall193],

Una investigacion experimental realizada en ltalia en 2021 demostré que
todas las bacterias vaginales inducen la produccion de IFN-y, siendo L. gasseri su
mejor inductor. Las diferencias entre los Lactobacillusy las especies asociadas a

DV, residen principalmente en la capacidad de estas ultimas para estimular la
diferenciacién de Th17y la produccion de IL-17 al mismo tiempo.

Gardnerella spp. induce mayores cantidades de IL-17 en comparacion con
los Lactobacillus, 1o que sugiere que los efectos combinados de niveles mas bajos

de IFN-y y una mayor concentracion de IL-17 no apoyan adecuadamente una
respuesta antiviral especifica.

Por su parte, L. iners fue un estimulo 6ptimo para la produccién de ambas

citoquinas, corroborando su perfil ambivalentel194,

Finalmente, un grupo de investigadores de la Universidad de Columbiade
Estados Unidos ha realizado una revision que expone los hallazgos principales ['%!
(Ver Tabla 8). Los mismos se listan a continuacion:

e Los microbiomas ricos en L. crispatus se asocian con pacientes
sanas!184.196,197]

e Las mujeres VPH positivas presentan mayor diversidad microbiana,
especificamente abundante en L. gasseri y Gardnerella sppl'98l.

e Lactobacillus iners, por otro lado, se asocié con CCU solol'9] o junto
a infeccién por VPHI'84: asi como también con LIE de alto grado en
pacientes VPH positivas!'®.

e Varios conjuntos de especies bacterianas asociadas a VB, se han
vinculado con LIE, incluyendo Afopobium vaginael'73.196] Gardnerella

spp.l'731 Fusobacterium!'971, Sneathial'®’l y otras.
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e Microbiomas con mayores cantidades de L. gasseri o L. iners se

asociaron con una rapida remision del VPH, mientras que

microbiomas con bajas tasas de Lactobacillus y altas cantidades de

Atopobium se asociaron con un clearence viral mas lentol'87],

e Es interesante observar que, aunque L. gasseri se correlaciono

positivamente con un mayor nivel de infeccién por VPH['%] también

se asocidé con una mayor tasa de remision[187],

e Los Lactobacillusy Bifidobacterias podrian ejercer un efecto protector.

Una mayor abundancia de Proteobacteria vaginal permite estabilizar

la microbiotal200],

TABLA 8. ASOCIACION ENTRE ESPECIES ESPECIFICAS DE LA MV
Y LA PROGRESION DE ENFERMEDAD CERVICAL

(Adaptado de Champer M, Wong AM, Champer J, Brito IL, Messer PW, Hou JY, et al. The role of the vaginal
microbiome in gynaecological cancer. BJOG 2018;125(3):309-15)

Lactobacillus iners NO SI SI
Lactobacillus gasseri Sl Sl NO
Gardnerella spp. Sl NO Sl
Atopobium vaginae Sl NO Sl
Fusobacterium Sl NO S|
Sneathia SI NO SI
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Disbiosis Vaginal y Otras Infecciones de Transmision Sexual

El riesgo de adquiriry transmitir unalTS aumentacon la diversidad creciente

de la MV y es mas bajo en las comunidades dominantes de L. crispatus!*3 (Ver
Figura 32).
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Figura 32. CST y riesgo de infecciones de transmision sexual. Extraidode Lewis, et al.
Vaginal Microbiome and Its Relationship to Behavior, Sexual Health, and Sexually Transmitted
Diseases. Obstet Gynecol. 2017 Apr;129(4):643-654.

Entre las bacterias, los estudios epidemioldgicos han relacionado la VB con
un mayor riesgo de infeccion por Neisseria gonorrohoeae y Chlamydia
trachomatis!?0l, In vitro, por ejemplo, se ha probado que Lactobacillus inhibe el

crecimiento de N. gonorrhoeae y otros patdégenos bacterianos[202:203],

Chlamydia trachomatis es un patdogeno intracelular obligado que puede
participar en procesos oncogénicos, incrementando el riesgo de CCU; algunos
estudios la asocian ala duplicacion del genoma de la célula huésped por alteracién
y rotura del huso celular204-2071 | a presencia de ectopia cervical constituye un factor

de riesgo para su adquisicion!'%; y, como se mencioné previamente, el D- acido
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lactico es un inhibidor mas potente de la infeccién por C. trachomatis que el L-
lactato, el isdmero asociado con una microbiota dominada por L. iners!*6l.

Mycoplasma genitalium,otra ITS con una prevalenciaestimada de 1-42%[?4],
también se havinculado con un significativo incremento en la adquisicion de VPH-
AR. Un metanalisisqueincluyd 22 estudios, demostré que Ureaplasma urealyticum
y Ureaplasma parvum se asociaron con un riesgo significativamente mayor de
infeccion general por VPH; vy, U. urealyticum y Mycoplasma genitalium se
relacionaron con mayor riesgo de infeccién por VPH-AR. Ademas, U. urealyticum,
U. parvum y Mycoplasma hominis constituyeron un factor de riesgo para

citopatologia cervical anormal208],

Cabe destacar que Mycoplasma hominis y Ureaplasma urealyticum son
considerados oportunistas, pero pueden ocasionar infecciones en pacientes
susceptibles. Estos microorganismos se recuperan con variada frecuencia en
individuos sanosy nodeberian ser considerados patégenos por su simple hallazgo.
Sin embargo, Mycoplasma genitaliumy Ureaplasma parvum se incluyen entre los

patdgenos mas relevantes del tracto urogenitall?4l.

La infeccion por Trichomonas vaginalis (Ver Figura 33) también se ha
asociado estrechamente con la VB[22 Se estima que es la enfermedad de
transmision sexual no viral curable mas comun en todo el mundo. Debido a esto, T.
vaginalis se considera frecuentemente una ITS “desatendida'3l. Si bien no es
reportable, las estimaciones mundiales indican que, entre mujeres y hombres, hay

156 millones casos nuevos por afiol20°],

Figura 33. Tincion de Gram, 1000x. Trichomonas. Adaptado de Vieira-Baptista P, et al.
International Society for the Study of Vulvovaginal Disease recommendations for the diagnosis
and treatment of vaginitis. 2023.
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T. vaginalis se asocia muy frecuentemente con otras ITS y es un marcador
de habitos sexuales de alto riesgol?¥l. Existe evidenciain vitro que muestra que la
presencia de T. vaginalis disminuye los Lactobacillus ligados al epitelio, pero no las
BAVBI219 Ademas, se encontré que CST-IV estaba considerablemente relacionado
con la deteccion de este parasitol'?8l. Favorece tanto la transmisién como la
adquisicionde VIH en la mujer, y su exitoso tratamiento puede reducirla excrecion

(shedding) genital del virus[?'']. Genera un aumento de riesgo de 6,5 veces para la
adquisicion de VPH-AR[2'2 y de neoplasia cervicall213],

Con respecto al virus del herpes simple (VHS) y el riesgo de VB, se ha
observado una relacién bidireccional: el diagnéstico de VB se asocia con un mayor
riesgo de seroconversion a VHS-2[2'4; y |a infeccion por VHS-2 se relaciona de
manera dependiente con episodios de VB[219],

Existe informacion sustancial que correlacionala DV con un mayor riesgo de
infeccién y transmisién de VIH-1. Un metaanalisis mostré que la VB se relacioné
con un incremento del 60% en el riesgo de contraer VIH-1[216], Un modelo de
mucosa vaginal hademostrado que Lactobacillus, predominantemente L. crispatus,
reprimen la replicacion del VIH-1217]. Ademas, las mujeres VIH positivas con una
MV dominada por Lactobacillus spp. tenian niveles cervicovaginales indetectables
de VIH-1[218] Por el contrario, L. iners se ha asociado con menor proteccion frente

al VIH y menos beneficios inmunitarios219l,

En general, el riesgo de adquirir VIH se duplicé en mujeres con infeccién
persistente por VPH, con genotipos oncogénicos o no oncogénicos?20. A su vez, la
infecciéon porHIV altera la evolucion natural dela infecciéon por VPH generandouna
mayor persistencia, que empeora con la magnitud de la inmunodeficiencia.
Asimismo, el HIV compromete el epitelio mucoso, lo que facilita la penetracion
paracelulardel VPH. Por ultimo, se han detectado anomalias citolégicas cervicales
en el 38% de las mujeres HIV positivas, y en el 16% de mujeres HIV negativas;y
las mujeres HIV positivas presentan un riesgo 4,5 veces mayor de desarrollar una
LIE,
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OBJETIVOS

Obijetivos Primarios

Caracterizar la composicion de la MV de pacientes con infeccion o
enfermedad por VPH (casos), en comparacion con un grupo control (con
citologia o test de VPH negativos), que concurrieron al Servicio de
Ginecologia del Hospital Provincial del Centenario en el periodo
comprendido entre abril 2022-abril 2023.

Evaluar la microbiota lactobacilar de cada grupo e identificarlos a nivel de
especie.

Determinar y describir la presencia de disbiosis vaginal en ambos grupos.

Obijetivos Secundarios

Establecer diferencias en la composicion de la MV segun:
Edad, menores y mayores de 30 afios;

Paridad;

Status hormonal (edad fértil, postmenopausia);

Fase del ciclo menstrual;

Anticoncepcion;

Tiempo transcurrido desde la ultima relacion sexual,

Tabaquismo;y,

© N o g bk~ w D=

Vacunacion preventiva contra VPH.
Estimar diferencias en pH vaginal y test de aminas en los diferentes grupos,

y respecto de los estados vaginales basicos (BACOVA).
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MATERIALES Y METODOS

Para la revision se realizé una busqueda de la literatura cientifica utilizando
PubMed/Medline con las siguientes palabras clave de busqueda: “microbiota
vaginal”, “microbioma vaginal”’, “disbiosis vaginal”, “disbiosis vaginal y VPH?,

“microbioma y VPH”, “disbiosis y cancer cervical”.

Se incluyeron articulos y revisiones originales relevantes, indexados en
PubMed/Medliney escritos en inglés. Lasfechasde publicacién no selimitaron para
asi poder revisar completamente la literatura disponible hasta mayo de 2023. Por
otra parte, se recurrio a libros de texto actualizados de reconocidos investigadores
de nuestro pais, en materia de Virus del Papiloma Humano y Tracto Genital

Inferiorl?:10.24],

Con respecto a la investigacion de campo realizada en el Servicio de
Ginecologia del Hospital Provincial del Centenario, el disefio de la misma fue de
casos y controles prospectivo, observacional, analitico y transversal. Vale aclarar
quela utilizaciéndela categoria “prospectivo” hacereferenciaa aquellos casosque
fueron diagnosticados con posterioridad al inicio del estudio; mientras que la
categoria “transversal” da nocidn sobre la forma de recoleccion de informacidn.

Se examinaron 297 pacientes entre 15 y 69 afios, con inicio de relaciones
sexuales,que concurrieron a las Secciones de Ginecologia General y Patologia del

Tracto Genital Inferior, en el periodo comprendido entre abril de 2022 y abril de
2023.

Este trabajo fue aprobado por el Comité de Etica del Hospital (Dictamen N°
1050) y todas las pacientes brindaron su consentimiento informado oral y por

escrito.

La poblacion estudiada se clasificd de acuerdo a la division poredades para
el screeningde CCU21 y posteriormente se definieron los siguientes grupos (Ver
Esquemas 2y 3):

e (Casos: pacientes con infeccion por VPH; o enfermedad, ya sea LSIL,
HSIL o carcinoma cervical. Es decir, aquellas con test de VPH positivo
solo, o0 asociado a LIE detectada por citologia convencional o biopsia

histolégica.
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e Controles: incluia a pacientes sin infeccion ni enfermedad por VPH,
es decir, con test de VPH negativo o citologia negativa (realizada

dentro del ultimo afio calendario).

Esquema 2. Definicion de Casos.

LSIL
— <30 anos
HSIL
Carcinoma
8 Citologia - LSIL
Q ] — TEST VPH +
(&} Citologiao
Biopsia + HSIL
Carcinoma
— >30afos M LSIL
—| TEST VPH - — Citologia + ~|:
HSIL
LSIL
| | CITOLOGIA
SOLA + HSIL
Carcinoma

Esquema 3. Definiciéon de Controles.

a <30 afios —Citologia negativa
-
%
- Citologia negativa
8 >30 afios
Test VPH
negativo

Los criterios de exclusion fueron: el uso de antibiéticos locales o sistémicos
dentro de los 15 dias previos a la consulta, embarazadas, malformaciones
genitales, pacientes inmunosuprimidas, sin inicio de relaciones sexuales, y

citologias de significado indeterminado.
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Durantela consulta, previa firma del consentimientoinformado, se recabaron
los datos para completar la historia clinica ginecoldgica. Se tomé muestra para
citologia cervical, exo y endocervical, a aquellas pacientes que no habian sido
tamizadas dentro del ultimoafo. Se realiz6 test de VPH por captura hibrida, a todas
las pacientes mayores de 30 afios, cuandoestuvieron disponibles (a partir de enero
2023); junto con la citologia, y se analizaron en el laboratorio de Biologia Molecular
del Hospital Provincial de Rosario.

La metodologia de evaluacion de las citologias y piezas histologicas fue
aquella recomendada por la Sociedad Argentina de Patologia del Tracto Genital

Inferior y Colposcopia (SAPTGIyC), junto a la Sociedad de Ginecologia y
Obstetricia de Buenos Aires (SOGIBA), en su guia publicada en el afio 2022211,

A todas las pacientes se les realizé toma de muestra de flujo de fondo de
saco vaginal y endocérvix, para el estudio microbiolégico, por metodologia
convencional y estudio de los EVB mediante BACOVA. El estudio microbioldgico
del contenido vaginal fue llevado a cabo en la Catedra de Microbiologia, Virologia
y Parasitologia de la Facultad de Ciencias Médicas, Universidad Nacional de
Rosario, e incluyo los siguientes examenes:

Determinacion de pH de la secrecion vaginal.
Observacion en fresco y prueba de aminas.

Extendidos para coloracién de Gram Nicolle.

> D~

Cultivo en agar base Columbia con 5% de sangre humana y en agar
chocolate con incubacion de48 hs.a 37°C en atmdsfera de 10% de CO2,

conservando la muestra en medio de Stuart.

La deteccidon de candidiasis se realizd a través de la observacion en fresco

y por cultivo en agar Sabouraud y agar sangre. La investigacion de T. vaginalis se
realiz6 a través de la observacion microscopica directa con solucion fisioldgica.

Para el aislamiento de las distintas especies de Lactobacillus se utilizé agar
sangre y el agar Man Rogosa (LSA agar) y la identificacion se realizé mediante
Espectrometria de Masa BDTM Bruker MALDI-TOF, utilizando una base de datos
que incluyé mas de 90 especies de Lactobacillus, considerandoun score = 1,7 para
nivel de especie. Esto fue llevado a cabo en la Direccién de Bioquimica del Centro
de Especialidades Médicas Ambulatorias de Rosario (C.E.M.A.R.).
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Por ultimo, se realizé investigacion de microorganismos atipicos
(Mycoplasma hominis, M. genitalium, Ureaplasma urealyticum, Chlamydia

trachomatis) por técnica de PCR. Tales muestras también fueron derivadas al
C.EMAR.

Analisis Estadistico

Las variables continuas se resumen con la media y desvio estandar (DE), si
cumplen el supuesto de normalidad; o con la medianay los cuartiles 1 (Q1)y 3
(Q3), si nose cumple dicho supuesto. Las variables categéricas se resumieron en

frecuenciay porcentaje.

Para analizar las variables segun diferentes subgrupos de pacientes se
utilizd, para las categoricas, el test Chi-cuadrado o test de Fisher; y, para las
continuas el test t-Student si se cumplia el supuesto de normalidad, y el test de
Wilcoxon en caso de que no se verifique dicho supuesto. Para analizar el supuesto
de normalidad de las variables continuas se aplicé el test de Shapiro-Wilk. En todos

los test el nivel de significacion empleado fue 0.05.

Para evaluar el tamano del efecto de las variables en estudio se calculdla
razon de probabilidades (Odds ratio- OR).

Para el procesamiento de los datos se utilizo el software R.
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RESULTADOS

Se evaluaron 297 pacientes entre 15y 69 afios, con una edad media de 38

t 4. El 75% (n=223) de las mismas presentd una edad mayor o igual a 30 afios;y
el 25% (n=74), una edad menor a 30 afios.

Segun los resultados del tamizaje para CCU, las pacientes fueron divididas
en 83 Casos (28%) y 214 Controles (72%), que se subdividieron de la siguiente
manera (Ver Tabla 9):

TABLA 9. DISTRIBUCION DE CASOS Y CONTROLES

<30 ANOS (N=74) >30 ANOS (N= 223)

CONTROLES | CASOS (N= 17) | CONTROLES CASOS (N=66)

PAPLSIL  PAPHSIL TEST VPH+
PAPLSIL  PAP HSIL cisTEST cisTEsT PAPCA gNLEsion
57 (77%) 4 (5,5%) (1712%) 157(70%) | 10(5%)  42(19%) 5(2%) 9 (4%)

En las 223 pacientes mayores de 30 afos, se empled Papanicolaou
convencional en 158 mujeres (71%), y Cotest en 65 de ellas (29%), segun

disponibilidad, siendo negativas en el 66% de los casos (n=43), y positivas en el
34% (12 VPH 16-18, y 10 para otros tipos VPH-AR).

En la siguiente tabla (Ver Tabla 10) se muestran las variables evaluadas en
la poblacién estudiada:

TABLA 10. CARACTERISTICAS POBLACIONES DE CASOS Y CONTROLES

FACTOR CASOS= 83 CONTROLES= 214
N (%) N (%)
EDAD
<30 afios 17 (20.5%) 57 (27%)
<19 1 4
20-29 16 53
>30 afios 66 (79.5%) 157 (73%)
30-39 34 61
40-49 23 58
50-59 6 26
>60 3 12
ESCOLARIDAD
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Ninguna 2 (2%) 3 (1%)
Primaria completa 30 (36%) 76 (36%)
Primaria incompleta 5 (6%) 21 (10%)
Secundaria completa 18 (22%) 59 (27%)
Secundaria incompleta 22 (27%) 43 (20%)
Terciario/ Universitario 6 (7%) 12 (6%)
PARIDAD
Nulipara 12 (14%) 52 (24%)
Multipara 71 (86%) 162 (76%)
ESTADO HORMONAL
Edad Feértil 71 (86%) 174 (81%)
Fase Proliferativa 26 55
Fase Secretora 30 58
Ritmo Irregular 6 32
Amenorrea por MAC 9 29
Postmenopausia (PM) 12 (14%) 40 (19%)
METODO ANTICONCEPTIVO
ACO 27 (32%) 47 (22%)
ACI 8 (10%) 8 (4%)
Mesigyna 8 5
MPDA 0 3
Implante subdérmico 4 (5%) 12 (6%)
Desogestrel 4 (5%) 13 (6%)
Dispositivos Intrauterinos 4 (5%) 24 (11%)
DIU-Cu 3 17
SIU-LNG 1 7
Barrera 7 (8%) 23 (11%)
Anticoncepcion quirargica 7 (8%) 22 (10%)
Ninguno 22 (12 PM) (27%) 65 (39 PM) (30%)
TIEMPO DESDE ULTIMA RELACION SEXUAL
<48 hs 12 (14%) 35 (16%)
>48 hs 71 (86%) 179 (84%)
TIPO DE PAREJA
Heterosexual 83 213
Igualitaria 0 1
TABAQUISMO
Sl 29 (35%) 50 (23%)
NO 54 (65%) 164 (77%)
VACUNA CONTRA VPH
Bivalente 4 (5%) 7 (3%)
Tetravalente 2 (2%) 8 (4%)
Ninguna 77 (93%) 199 (93%)

En el 50% de los Casos y 60% de los Controles se observd un nivel
educacional alto. En ambos grupos, se detectd un predominio de mujeres
multiparas, en edad fértil, que utilizaban en mayor medida métodos hormonales
para anticoncepcion. Resulta importante destacar el elevado porcentaje de mujeres
premenopausicas que no utiliza método anticonceptivo (12% en cada grupo).
Respecto de la prevencion primaria contra el VPH, el porcentaje de vacunacion fue
bajo, pero esto responde a que su incorporacién en el Calendario Nacional a partir

del afo 2011, contempla solo al 7% de la poblacion de este estudio.
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Se realizé el analisis microscopico de las muestras de flujo vaginal por
BACOVA (Estados Vaginales Basicos), obteniendo los siguientes resultados, sin

encontrarasociacion significativa con la presencia/ausenciade VPH (Ver Tabla 11).
Tampoco hubo diferencias poredad (P=0,42).

TABLA 11. ANALISIS BACOVA

Caso Control P.value Overall
(N=83) (N=214) (N=297)
BACOVA
EVB 1 22 (26.5%) 65 (30.4%) 0.537 87 (29.3%)
EVB 2 21 (25.3%) 44 (20.6%) 65 (21.9%)
EVB 3 9 (10.8%) 37 (17.3%) 46 (15.5%)
EVB 4 13 (15.7%) 30 (14.0%) 43 (14.5%)
EVB 5 18 (21.7%) 38 (17.8%) 56 (18.9%)

El valor de pH no presento diferencias significativas en los grupos, con una
sutil tendencia haciala alcalinidad en los Casos (pH 4.83), al compararlos con los

Controles (pH 4.58) (Ver Figura 34) . Tampoco se encontrd asociacion significativa
con el status hormonal (P=0,157).

Figura 34. Medicion de pH en Casosy Controles

PH

E =30 afios
— ==30 afios

Grupo etario

Caso Control
Grupo

Respecto del test de aminas se observd que esta asociado al EVB
(P=0,0001); y, de hecho, la positividad del mismo se vio duplicada (2.2 veces) en
todas las pacientes con EVB IV (Vaginosis Bacteriana), independientemente de la

edad y de la presencia/ausencia de VPH (P<0,001).
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Se evalué la presencia de disbiosis en cada grupo, considerada como EVB
Il a V (Microbiota Intermedia- Vaginosis Bacteriana- Vaginitis), o la presencia de
ITS. La prevalencia global de DV fue de 54 por cada 100 pacientes, con un 56.6%
en el grupo Casos, y 53.3% en los Controles (Ver Tabla 12).

TABLA 12. PREVALENCIA DE DISBIOSIS VAGINAL

:ﬁ:g; C&“;;‘;L‘;s OR (IC 95%)
DISBIOSIS
No 36 (43.4%) 99 (46.2%)
Si 47 (56.6%) 115 (53.3%)  1.12 (0.67-1.87)

A continuacion, se realiz6 la categorizacién del estado de disbiosis en
funcién de los cultivos para gérmenes comunes y PCR para microorganismos
atipicos (Ver Tabla 13 Y Figura 35).

TABLA 13. CATEGORIZACION DE PACIENTES CONDV

DISBIOSIS CASOS CONTROLES OR
Descripcion (N=83) (N=214) (IC 95%)
m:‘;’r‘r’nb;gf: 9(11%)  35(16%)  0.62 (0.28-1.36)
cWV 6 (7%) 10 (0.5%)  1.59 (0.56-4.52)
VB 14 (17%) 30 (1.4%)  1.24 (0.62-2.49)
Vaginitis 9(11%) 26 (12%)  2.05 (0.83-5-06)
VA 8 (10%) 2(0.9%)  0.77 (0.33-1.78)
Trichomonas 1(1%) 14 (6.5%)

Chlamydia 7 (8%) 6(2.8%)  1.32 (0.51-3-39)
U. urealyticum 0 (0%) 6 (2.8%)

M. hominis 7 (8%) 12 (5.6%)  2.05 (0.83-5-06)
TOTAL 47 115
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Figura 35. Categorizacion de Casos y Controles con Disbiosis Vaginal

Categorizacion de Disbiosis

M. hominis
U. urealyticum
Chlamydia

Trichomonas
VA CONTROLES

Vaginitis CASOS
VB
CVwVv

Microbiota intermedia

0 10 20 30 40

Se logro aislar Lactobacillus en el 36,4% de las pacientes: 33/83 del grupo
Casos,y 75/214 de los Controles. De los 108 aislamientos, sélo sobrevivio el 71,3%
ya que el resto fue descartado por contaminacion con otros gérmenes o por falta

de desarrollo debido a sus elevadas exigencias nutricionales.

Al realizar la caracterizacion de especies por MALDI-TOF MS, se obtuvieron

los siguientes resultados (Ver Tabla 14):

TABLA 14: CARACTERIZACION DE LACTOBACILLUS POR

ESPECTOMETRIADE MASAS
ESPECIES CASOS CONTROLES TOTAL
LACTOBACILLUS (N= 33/83) (N= 75/214) (N= 108/297)
ESPECIES
L. crispatus 10 (30%) 12 (16%) 22 (20%)
L. gasseri 2 (6%) 7 (9%) 9 (8%)
L. iners 2 (6%) 0 (0%) 2 (2%)
L. jensenii 4 (12%) 12 (16%) 16 (15%)
L. acidophilus 0 (0%) 2 (3%) 2 (2%)
L. fermentum 1 (3%) 1(1.5%) 2 (2%)
L. reuteri 0 (0%) 2 (3%) 2 (2%)
L. salivarius 0(0%) 1 (1.5%) 1(1%)
Lactobacillus spp 7 (21%) 14 (18%) 21 (19%)
Missing 7 (22%) 24 (32%) 31 (29%)

Se detectd unamayor prevalenciade L. gasseriy L. jenseniien los Controles,
y de L. iners en los Casos, sin encontrar diferencias en la deteccidn de L. crispatus.
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En la Tabla 15 se resumen todos los microorganismos aislados en medios
de cultivo en cada grupo.

TABLA 15. MICROORGANISMOS AISLADOS POR TECNICAS DE CULTIVO
CONVENCIONALES Y PCR

Casos Controles Total de
. . <30 anos >=30 anos <30 ainos >=30 anos pacientes
Microorganismo (N=17) (N=66) (N=57) (N=157)  (N=297)
Aerobios y Facultativos
Bacilos Gram Positivos
Lactobacillus spp. 6 (35.3%) 28 (42.4%) 27 (47.4%) 51 (32.5%) 112 (38%)
Corynebacterium spp. 0 (0%) 3 (4.55%) 3 (5.26%) 2 (1.27%) 8 (3%)
Gardnerella spp. 6 (35.3%) 16 (24.2%) 12 (21.1%) 27 (17.1%) 61 (21%)
Cocos Gram Positivos
S. coagulasa negativos 0 (0%) 2 (3.03%) 2 (3.51%) 8 (5.10%) 12 (4%)
Streptococcus agalactiae 2 (11.8%) 4 (6.06%) 2 (3.51%) 11 (7%) 19 (6.3%)
Enterococcus faecalis 1(5.88%) 1(1.52%) 4 (7.01%) 11 (7%) 17 (5.7%)
Streptococcus spp. 0 (0%) 0 (0%) 1(1.75%) 3(1.91%) 4 (1.3%)
Bacilos Gram Negativos
Escherichia coli 2 (11.8%) 9 (13.6%) 7 (12.3%) 35 (22.2%) 53 (18%)
Escherichia coli BLEE 0 (0%) 0 (0%) 4 (7.02%) 1(0.63%) 5(1.7%)
Klebsiella pneumoniae 1(5.88%) 3 (4.55%) 2 (3.51%) 4 (2.54%) 10 (3.4%)
K. pneumoniae BLEE 0 (0%) 0 (0%) 0 (0%) 1(0.63%) 1(0.3%)
Klebsiella oxycota 0 (0%) 0 (0%) 0 (0%) 1(0.63%) 1(0.3%)
Enterobacter cloacae 0 (0%) 1(1.52%) 0 (0%) 0 (0%) 1(0.3%)
Proteus mirabilis 0 (0%) 0 (0%) 1(1.75%) 2 (1.27%) 3 (1%)
BGN no fermentadores 1 (5.88%) 0 (0%) 0 (0%) 0 (0%) 1(0.3%)
Mollicutes
M. hominis 2 (11.8%) 8 (12.1%) 2 (3.51%) 7 (4.46%) 20 (6.7%)
U. urealyticum 0 (0%) 0 (0%) 1(1.75%) 5 (3.18%) 6 (2%)
Levaduras
Candida albicans 3(17.7%) 7 (10.6%) 5 (8.77%) 15 (9.55%) 30 (11%)
Candida glabrata 0 (0%) 0 (0%) 0 (0%) 4(2.54%) 4 (1.3%)
Candida no albicans 0 (0%) 1(1.52%) 1(1.75%) 4 (2.54%) 6 (2%)
Anaerobios
Morganella morganii 0 (0%) 0 (0%) 0 (0%) 2(1.27%) 2(0.7%)
Mobiluncus spp. 1(5.88%) 2 (3.03%) 2 (3.51%) 6 (3.82%) 11 (3.7%)
Sin desarrollo 0 (0%) 0 (0%) 0 (0%) 7 (4.45%) 7 (2.4%)
Infecciones de Transmisiéon Sexual
M. genitalium 0 (0%) 0 (0%) 0 (0%) 0 (0%) 0 (0%)
C. trachomatis 3(17.6%) 4 (6.06%) 10 (17.5%) 4 (2.54%) 21 (7%)
Trichomonas vaginalis 0 (0%) 1(1.52%) 1(1.75%) 1 (0.63%) 3 (1%)

De las 297 pacientes evaluadas, los microorganismos mas frecuentes fueron
Lactobacillus spp. (38%), Gardnerella spp. (21%), Escherichia coli (18%) v,

Candida Albicans (11%); sin presentar diferencias por edad ni status de VPH.
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Por ultimo, se evaluaron los factores asociados a disbiosis vaginal (DV):
e PARIDAD:el riesgode DV fue 1.78 veces mayor en las pacientes multiparas

en comparacién con las nuliparas. Esta asociacion fue estadisticamente
significativaal 90% (OR= 1.78 IC 90% 1.07-2.94).

e STATUS HORMONAL: el riesgo de DV fue 1.94 veces mayor en las
pacientes que se encuentran en lafase proliferativa del ciclomenstrual (OR=
194 IC 95% 1.15-3.26); vy, 3.89 veces mayor en pacientes
postmenopausicas, en comparacion con aquellas en edad fértil (OR= 3.89
IC 95% 1.81-8.33).

e MAC: el riesgo de DV fue 2.99 veces mayor en las pacientes que utilizan
DIU-Cu como método anticonceptivo (OR=2.99 IC 95% 1.15-7.74).

Para el resto de las variables en estudio (edad- tabaquismo- tiempo
transcurrido desde ultima relacion sexual-vacunacién contra VPH), no se hallaron

asociaciones estadisticamente significativas.
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CONCLUSION

La capacidad de establecer un vinculo causal entre la microbiota vaginal, la
infeccién por VPH y el desarrollo de patologia cervical, esta limitada por la
naturaleza transversal de la mayoria de los estudios realizados en esta area. Esta
dificultad se profundiza aun mas por la lenta historia natural de la enfermedad, con
una evolucion desde la infeccion aguda hasta la lesion intraepitelial de alto grado

que lleva afios a décadas.

Por este motivo, hasta el momento, sélo es posible demostrar asociacion en
lugar de causalidad. Este aspecto es reconocido como una de las limitaciones
actuales de la investigacion en curso sobre el oncobioma, es decir, la microbiota
asociada al desarrollo de neoplasias. Ademas, muchos otros factores de confusién
pueden afectar los resultados, como el uso de anticoncepcién hormonal y las
practicas sexuales. Si bien se ha comprobado su asociacion con la MV, la

informacidn recopilada es muy heterogénea y no hay estudios que examinen la
interaccion concomitante con lainfeccién por VPH.

Por otro lado, gran parte de las investigaciones publicadas describen la MV
en cohortes relativamente pequefias con ausencia o limitada representacion de un
grupo considerable de pacientes normales, controles VPH negativos para las

comparaciones descriptas.

En este estudio, no pudo demostrarse una significancia estadistica entre
disbiosis vaginal y status de VPH, probablemente debido a que el numero de

pacientes no fue suficiente para realizar calculos de asociacion validos.

Respecto de la categorizacion del estado de disbiosis, la candidiasis
vulvovaginal, la vaginosis bacteriana, vaginitis e infecciéon por Chlamydia,
mostraron unatendencia de riesgo para disbiosis, que requiere de mayor muestra
para ampliar su valor estadistico. Resulta preciso destacar el elevado porcentaje

de positividad de Chlamydia en el total de pacientes (7%), ya que duplica al
informado por la OMS en el afio 202012211,

En la identificacién de Lactobacillus por especies, si bien se comprobd un
predominio de L. gasseri y L. jensenii en pacientes sanas, y de L. iners en los

Casos, el numerode la muestra no fue significativo. Seria apropiado para un futuro,
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la mejora de las técnicas de conservacién y transporte, para asegurar la
supervivencia de estos microorganismos tan exigentes.

El porcentaje de deteccidn a nivel de especies por la técnica de MALDI-TOF
en esta investigacion fue del 73%. El resto fue categorizado s6lo a nivel de género,
por no encontrar picos en el tiempo de vuelo de los iones que permitan una
identificacion confiable; factor que podria haberse superado si el cultivo y la

espectometria de masas se hubiesen realizado en el mismo lugarfisico.

Pudo demostrarse que la multiparidad, la postmenopausial®364y el uso de
DIU-Cul’8222] constituyen factores de riesgo para el desarrollo de disbiosis, en
concordancia con lo expuesto previamente. En relacion, el estudio publicado por
Kervinen et al. demostrd que la nuliparidad es un fuerte predictor de MV dominada
por Lactobacillus crispatus!??®l, Respecto del riesgo de DV asociado a la fase
proliferativa del ciclo menstrual, eso se contrapone a la evidencia, por lo que se

considera que podria haber factores confundentes asociados, como por ejemplo el
uso de determinados MAC, o ciertas practicas desfavorables.

En tal sentido, hubiese resultado enriquecedor ampliar esta investigacion
con un analisis cualitativo de la conducta sexual y de los habitos de higieney

gestion menstrual.

Los hallazgos recientes sugieren que la composicion de MV puede ser un
biomarcador util en el futuro como predictor de la persistencia o regresion del VPH.
Asimismo, esto podria contribuiral desarrollo de dianasterapéuticas de modulacion

de la MV con pre o probidticos, para el tratamiento y/o la prevencion.

Junto a la microbiota bacteriana, el viroma ahora es una nueva area
emergente de interés: otros géneros virales presentes en la vagina normal, junto
con Papillomaviridae,pueden estarinvolucrados en laprogresién de la enfermedad.
Ademas, existe unarelacion simbidtica entre bacterias y comunidades virales, lo
que requiere investigacion especifica.

En conclusion, existe evidencia convincente de que los cambios en la
microbiota vaginal afectan la historia natural de la infeccién por VPH, pudiendo

constituir un nuevo cofactor. No obstante, quedan multiples complejas
interacciones por descifrar.
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Fuente: American Museum of Natural History.
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