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RESUMEN

Alonzo Martinez, Melanie C (2021). Estudio de la microbiota vaginal en
mujeres premonopausicas y efectos de la administracién de probidticos
via oral.

INTRODUCCION

La microbiota vaginal es un ecosistema complejo y su composicion puede
cambiar drasticamente dependiendo de diferentes factores que pueden causar
una deplecion lactobacilar y tendencia a la disbiosis. Las herramientas existentes
actualmente para combatir las disbiosis vaginales como los antimicrobianos
cuentan con un alto porcentaje de resistencias originando estados cronicos

inflamatorios que puede fomentar la carcinogénesis.

Para mantener un estado de homeostasis en la microbiota vaginal, en
ocasiones se necesita de un aporte exogeno de Lactobacillus mediante
formulaciones probidticas como ayudante de los antimicrobianos en el
tratamiento y prevencion de procesos infecciosos. Sin embargo, no todos los
probidticos han demostrado ser ttiles y sus propiedades pueden diferir

ampliamente entre cepas.

METODOS

El presente proyecto consiste en un analisis prospectivo de la microbiota
vaginal de mujeres premenopdusicas sanas, asi como estudio del impacto que
ejerce la ingesta del probidtico Lactobacillus rhamnosus CECT 8800 via oral sobre
este ecosistema. El disefio consiste en un estudio de intervencién con el probidtico
seleccionado, controlado con placebo, aleatorizado, doble ciego. El tipo de
muestreo fue no probabilistico secuencial en el que se seleccionaron las primeras
80 pacientes que acudieron a la Consulta de Ginecologia General y del Tracto
Genital Inferior del Hospital Universitario de Torrevieja. Los criterios de inclusién

fueron mujeres en edad fértil de 30 afios o mas, sin diagnodstico clinico de



vaginosis y deseo de participar en el estudio. Los criterios de exclusion fueron
estado de embarazo, lactancia, uso de anticonceptivos, no deseo de usar métodos
de barrera masculinos, uso de espermicidas, contraindicacion a los excipientes del
producto y uso de otros probidticos en los dos meses anteriores o antibidticos en
las ultimas dos semanas. En la Visita 1, se descartaron signos de vaginosis
mediante especuloscopia. En caso de normalidad, se tomo la primera muestra
vaginal. Posteriormente, los pacientes se dividieron en dos grupos de forma
aleatorizada doble ciega: Grupo 1, tratamiento con Lactobacillus rhamnosus CECT
8800 1x10%" UFC/capsula, y Grupo 2, capsulas placebo idénticas. Se ofrecié la
realizacion de wuna Visita 2 intermedia de caracter voluntario tomando
Unicamente un muestreo vaginal. En la Visita 3, después de un periodo de cuatro
semanas, se tomo la ultima muestra vaginal para evaluar la presencia del
probidtico en la microbiota vaginal después de su administracion oral y el efecto
del tratamiento sobre la composicion de la microbiota vaginal. Las muestras se
analizaron utilizando técnicas de secuenciacion masiva para detectar el gen 165
ARNTr. El estudio fue aprobado por el comité ético de investigacion clinica con
medicamentos y productos de salud del Hospital Universitario de Torrevieja
(CEIm).

RESULTADOS

Durante el estudio, se retiraron 7 pacientes por no asistir a la Visita 3, mala
adherencia al tratamiento, sensacién de distension abdominal (una paciente
perteneciente al Grupo 2, placebo) y errores en el procesamiento de las muestras.
No se encontraron otros eventos adversos. El tamafio final de la muestra fue de 73
pacientes (Grupo 1, n = 37; Grupo 2, n = 36). En relacién a los vaginotipos
encontrados en nuestro estudio, en la Visita 1 (basal) se observd que el grupo
asignado al tratamiento probidtico contenia un mayor niimero de mujeres con
microbiota vaginal disbidtica (tipo IV) que las del grupo placebo. Después de 4
semanas de tratamiento con CECT 8800 versus placebo, no se detectaron
diferencias en la evolucion del género Lactobacillus ni de la especie L. rhamnosus
entre los grupos que tomaron CECT 8800 y placebo, aunque para nuestra cepa se
obtuvo un valor de p mas reducido (p-value = 0,13). Tampoco se observaron

cambios en cuanto a la prevalencia de las especies patdgenas estudiadas:



Gardnerella vaginalis, Atopobium vaginae y Streptococcus agalactie. En cuanto a
Cutibacterium acnes (anteriormente Propinobacterium acnes), no se obtuvo
cuantificacion de esta especie en las muestras analizadas. Al unificar todos los
patégenos y compararlos con los valores iniciales en ambos grupos, se encontrd
una disminucion de microorganismos “patdgenos” en el grupo que consumid

CECT 8800, pero sin significancia estadistica.

En cuanto a la composicion basal de la microbiota vaginal, los vaginotipos
mas frecuentes en nuestra poblacion fueron el I (L. crispatus) y el III (L. iners). El
segundo lugar lo ocupa la microbiota tipo IV (diversidad bacteriana). Al
comparar estos resultados con la Visita 3, observamos que el 75% de las pacientes
mantuvo su vaginotipo inicial. En este sentido, observamos como la microbiota
vaginal tiende a mantenerse constante en el tiempo, siguiendo la hipotesis de

Community resilience.

DISCUSION

Existen una serie de factores que se han de tomar en cuenta a la hora de
analizar los resultados obtenidos en este estudio. En primer lugar la cepa
empleada, Lactobacillus rhamnosus CECT 8800, proviene de muestras vaginales de
mujeres sanas, por lo que su capacidad de colonizacion vaginal esta garantizada.
En un estudio in vitro previo, se selecciond esta cepa de entre 44 cepas aisladas
por su facultad para disminuir el pH, reduccion de citoquinas proinflamatorias,
sintesis de acido lactico e inhibicion de patdgenos. En otro estudio in vivo se
administr6 CECT 8800 via vaginal a mujeres sometidas a estimulacion ovarica,
observandose un aumento de la concentracion de Lactobacillus de forma
significativa, asi como un incremento de vaginotipos con predominancia
lactobacilar (LIIL V). Sin embargo, a pesar de que la cepa CECT 8800 es de
procedencia vaginal, no se encuentra entre las mds prevalentes de esta microbiota,
lo que puede haber influido en los resultados del estudio. En segundo lugar,
nuestra formulacion farmacéutica cuenta con cédpsulas resistentes a secreciones de
acido gastrico y a los acidos biliares. La dosis empleada es la mas alta existente
actualmente en el mercado (10" UFC) y la viabilidad de las cepas fue comprobada

por el fabricante previo a su dispensacion. Ademads, las cdpsulas contienen



maltodextrina y estearato de magnesio, un prebidtico y excipiente ampliamente
usado en otros productos farmacéuticos. Tercero, el almacenaje del producto se
realizd segun las indicaciones del fabricante. Cuarto, las muestras fueron
preservadas en solucion estabilizadora de ARN y ADN y congeladas a -30°C con
cadena de frio conservada. Quinto, se verificd la adherencia al tratamiento. Sexto,
las muestras fueron procesadas de manera adecuada en el laboratorio y no
existieron incidencias en las técnicas de secuenciacion masiva de las muestras.
Hay que considerar la posibilidad de que la cepa seleccionada requiera de su
administracion topica vaginal para alcanzar el beneficio terapéutico, ser
coadministrada como un probidtico multiespecie o requiera de un periodo de

administracién mds prolongado.
CONCLUSION

En nuestro estudio, se demuestra que la cepa probiotica seleccionada,
Lactobacillus rhamnosus CECT 8800, no coloniza la microbiota vaginal después de
su administracion oral ni produce cambios significativos en este ecosistema. Sin
embargo, el amplio estudio de microbiota vaginal realizado en este trabajo,
servird de base para la seleccion de nuevas cepas probioticas candidatas para su
aporte exogeno en el tratamiento y prevencion de diversas infecciones vaginales
como el virus del papiloma humano. Una estrategia interesante a considerar en
futuras lineas de investigacion, es el empleo de probidticos multiespecie
incluyendo CECT 8800 via vaginal, donde ya se ha demostrado su eficacia.
Ademads, debido a que otras cepas de la especie Lactobacillus rhamnosus han
demostrado su beneficio a nivel intestinal, futuros estudios determinaran el

impacto de CECT 8800 sobre este ecosistema.

PALABRAS CLAVE: Lactobacillus, Lactobacillus rhamnosus, microbiota vaginal,

probioticos, disbiosis.

TERMINOS TESAURO: Ginecologia (ID_GEN 32, ID_MED 01, ID_ESP 08);
Microbiologia (ID_GEN 24, ID_MED 14, ID_ESP 00).



ABSTRACT

Alonzo Martinez, Melanie C (2021). Study of the vaginal microbiota of
premonopausal women and effects of the administration of oral probiotics.

INTRODUCTION

The vaginal microbiota is a complex ecosystem and its composition can
drastically change according to different factors that can cause lactobacillary
depletion and a tendency towards dysbiosis. The existing current tools to combat
vaginal dysbiosis such as antimicrobials have a high percentage of resistances,
causing chronic inflammatory states that can promote carcinogenesis.

In order to maintain a state of homeostasis in the vaginal microbiota, an
exogenous input of Lactobacillus through probiotic formulations is sometimes
needed as an aid to antimicrobials in the treatment and prevention of infectious
processes. However, not all probiotics have been useful and their properties may

be different between strains.
METHODS

The present project consists in a prospective analysis of the vaginal
microbiota of healthy premenopausal women, as well as a study of the impact
that the oral intake of the probiotic Lactobacillus rhamnosus CECT 8800 has on this
ecosystem. The methodology design consists in an intervention study with the
selected, placebo-controlled, randomized, double-blind probiotic. The type of
sampling was sequential non-probabilistic in which the first 80 patients who
attended the General Gynecology and Lower Genital Tract office at the University
Hospital of Torrevieja were selected. The inclusion criteria were women of
childbearing age of 30 years or older, with no clinical diagnosis of vaginosis and a
desire to participate in the study. Exclusion criteria were pregnancy, lactation,
contraceptive use, no desire to use male barrier methods, use of spermicides,
contraindication to the excipients of the product, and use of other probiotics in the
previous two months or antibiotics in the past two weeks. At Visit 1, signs of

vaginosis were ruled out with a speculum examination. In case of normality, the



first vaginal sample was taken. Subsequently, the patients were divided into two
groups in a randomized double-blind way: Group 1, treatment with Lactobacillus
rhamnosus CECT 8800 1x10' CFU / capsule, and Group 2, identical placebo
capsules. A voluntary intermediate Visit 2 was carried out where only a vaginal
sampling was taken. At Visit 3, after a period of four weeks, the last vaginal
sample was taken to assess the presence of the probiotic in the vaginal microbiota
after its oral administration and study the effect of the treatment on the
composition of the vaginal microbiota. The samples were analyzed using mass
sequencing techniques to detect the 16S rRNA gene. The study was approved by
the Clinical Research Ethics Committee with drugs and health products of the
Universitary Hospital of Torrevieja (CEIm).

RESULTS

During the study, 7 patients were withdrawn due to non-attendance to
Visit 3, poor compliance to treatment, bloating sensation (one patient of Group 2,
placebo) and errors in sample processing. No other adverse events were found.
The final sample size was 73 patients (Group 1, n =37; Group 2, n = 36). In relation
to the vaginal bacterial community found in our study, at Visit 1 (baseline) it was
observed that the group assigned to probiotic treatment contained a greater
number of women with dysbiotic vaginal microbiota (type IV) than those in the
placebo group. After 4 weeks of treatment with CECT 8800 versus placebo, no
differences were detected in the evolution of the genus Lactobacillus or the species
L. rhamnosus between the groups that took CECT 8800 and placebo, although a
lower p-value was obtained for our strain (p-value = 0.13). There were also no
changes in the prevalence of the pathogenic species studied: Gardnerella vaginalis,
Atopobium vaginae and Streptococcus agalactie. Regarding Cutibacterium acnes
(previously Propinobacterium acnes), no quantification of this species was obtained
in the analyzed samples. When unifying all the pathogens and comparing them
with the initial values in both groups, a decrease in “pathogenic” microorganisms
was found in the group that consumed CECT 8800, but without statistical
significance.

Regarding the basal composition of the vaginal microbiota, the most

frequent vaginal bacterial community in our population were I (L. crispatus) and



III (L. iners). The second place is occupied by the type IV microbiota (bacterial
diversity). When comparing these results with Visit 3, we observed that 75% of
the patients maintained their initial microbiota composition. In this sense, we
observe how the vaginal microbiota tends to remain constant over time, following

the Community resilience hypothesis.
DISCUSSION

There are a number of factors that must be taken into account when
analyzing the results obtained in this study. First, the strain used, Lactobacillus
rhamnosus CECT 8800, comes from vaginal samples of healthy women, so its
capacity for vaginal colonization is guaranteed. In a previous in vitro study, this
strain was selected among 44 isolated strains for its ability to lower the pH,
reduce pro-inflammatory cytokines, lactic acid synthesis and inhibition of
pathogens. In other in vivo study, CECT 8800 was administered vaginally to
women undergoing ovarian stimulation, observing a significant increased in
Lactobacillus concentration, as well as an augmentation of vaginal bacterial
community with a lactobacillary predominance (I, III, V). However, despite that
CECT 8800 strain is of vaginal origin, it is not among the most prevalent of this
microbiota, which may have influenced the results of the study. Secondly, our
pharmaceutical formulation has capsules resistant to gastric acid secretions and
bile acids. The dose used is the highest currently available on the market (10"
CFU) and the viability of the strains was verified by the manufacturer prior to its
distribution. Additionally, the capsules contain maltodextrin and magnesium
stearate, a prebiotic and excipient widely used in other pharmaceutical products.
Third, the product was stored according to the instructions of the manufacturer.
Fourth, the samples were preserved in a RNA and DNA stabilizing substance and
frozen at -302 Celsius with a secured cold chain. Fifth, adherence to treatment was
verified. Sixth, the samples were adequately processed in the laboratory and there
were no incidents in the mass sample sequencing techniques. We have to consider
the possibility that the selected strain requires topical vaginal administration to
achieve therapeutic benefit, be co-administered as a multispecies probiotic, or

requires a longer period of administration.



CONCLUSION

In our study, it is demonstrated that the selected probiotic strain,
Lactobacillus rhamnosus CECT 8800, does not colonize the vaginal microbiota after
its oral administration nor does it produce significant changes in this ecosystem.
However, the extensive vaginal microbiota study carried out in this project will
serve as the basis for the selection of new candidate probiotic strains for their
exogenous input as treatment and prevention of various vaginal infections such
as the human papilloma virus. An interesting strategy to consider in future research
areas, is the use of multispecies probiotics including CECT 8800 vaginally, where
its efficacy has already been demonstrated. Furthermore, because other strains of
the Lactobacillus rhamnosus species have demonstrated their benefit at the
intestinal level, future studies will determine the impact of CECT 8800 on this

ecosystem.

KEY WORDS: Lactobacillus, Lactobacillus rhamnosus, vaginal microbiota,

probiotics, dysbiosis.
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SIGLAS Y ABREVIATURAS

Las abreviaturas se resefian a continuacion en orden alfabético. No se
incluyen en esta relacion las abreviaturas que figuran en los convenios de

unidades, al igual que las de uso universal en estadistica.

Siglas y abreviaturas Descripcion

AEPCC Asociacion Espafiola de Patologia Cervical y
Colposcopia

APP Amenaza de Parto Prematuro

BLAST Basic Local Alignment Search Tool (Herramienta
de busqueda de Alineamiento Local Basico).

CCA Canonical Correlation Analysis (Andlisis de
correlacion candnica)

CDC Center for Disease Control and Prevention

CEIm Comité FEtico de Investigacién Clinica con

medicamentos y productos sanitarios de los

Hospitales Universitarios de Torrevieja y

Vinalopo.

CI Consentimiento informado

CIN Cervical intraepithelial neoplasia (Lesion
Intraepitelial Cervical)

CRD Cuaderno de Recogida de Datos

DG Diabetes Gestacional

FDA Food and Drug Administration

FIV Fertilizacion In Vitro

TGF Tumor Growth Factor (Factor de crecimiento
tumoral)

TNF Tumor Necrosis Factor (Factor de Necrosis
Tumoral)

G-CSF Granulocyte Colony-Stimulating Factor (Factor

Estimulante de Colonias Granulociticas)
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GMH

GRAS

HOMA-IR

HSIL

IC

ICI
IMV
IL
ISAPP

IUSTI

KOH
LCBD

LSIL

MCP-1

MID

NCBI

OR

ouT

SEGO
PC

PCoA

Konjac glucomannan hydrolysate

(Glucomanano hidrolizado konjac)

Generally Recognized as Safe (Generalmente
reconocidos como seguros)

Homeostatic Model Assessment for Insulin
Resistance (Modelo homeostatico para evaluar la
resistencia insulinica)

High grade Squamous Intraepithelial Lesion
(Lesion Intraepitelial Escamosa de Alto grado)
Indice de Confianza

Inhibidores del punto de Control Inmunitario
Indice de Maduracién Vaginal

Interleuquina

International Scientific Association for Probiotics
and Prebiotics

International Union against Sexually
Transmitted Infections

Hihidréxido de potasio

Local Contribution to Beta  Diversity
(Contribucién local a la diversidad beta)

Low grade Squamous Intraepithelial Lesion
(Lesion Intraepitelial Escamosa de Bajo grado)
Monocyte Chemoattractant Protein-1 (Proteina
quimioatrayente de monocitos-1)

Molecular Identifier (Identificacién molecular)
National Center for Biotechnology Information
Odds Ratio

Operational taxonomic unit (Unidad
Taxondmica Operativa)

Sociedad Espafiola de Ginecologia y Obstetricia
Principal Components (Componentes
Principales)

Principal coordinates analysis (Analisis principal

de componentes)
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qPCR-RT

PP
PT
RR
TAR
UFC
VB
VC
VPH
VIH
VHS
VO
\'AY%
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Reaccién en cadena de la Polimerasa
Reacciéon en Cadena de la Polimerasa con
Transcripcion inversa cuantitativa
Parto Pretérmino

Parto a Término

Riesgo Relativo

Tratamiento Antirretroviral

Unidad Formadora de Colonias
Vaginosis bacteriana

Vulvovaginitis candidiasica

Virus del papiloma humano

Virus de la inmunodeficiencia humana
Virus Herpes Simplex

Via oral

Via vaginal
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CAPITULO I: INTRODUCCION 41

CAPITULO1I - INTRODUCCION

Desde hace afios existe la creencia de que el cuerpo humano se encuentra
habitado por diez veces mds bacterias que nuestras propias células.
Recientemente se ha demostrado que, a pesar de que nos encontramos superados
en nuamero, en realidad la proporcion es cercana a 1:1'. No se trata de una
coincidencia que la microbiota represente el pilar de muchas de nuestras
funciones organicas, residiendo en armonia y de forma simbidtica con nuestras
células. Todos contamos con una microbiota nica adquirida previamente al
nacimiento y que, posteriormente, se puede modificar segiin nuestra genética,

dieta, raza, habitos de vida y otros factores ambientales??.

La microbiota vaginal de las mujeres fértiles, se encuentra habitada
principalmente por el género Lactobacillus. El descubrimiento de muchas de las
especies que la conforman ha sido posible gracias a la aparicion de nuevas
técnicas para la secuenciacion genética del ARN ribosomal 16S (16S ARNr),
componente de células procariotas como las bacterias. Esta técnica permite el
analisis filogenético de nuestra microbiota en toda su extensién, permitiendo
detectar especies no cultivables con los medios habituales, clasificar y cuantificar

miles de microorganismos al mismo tiempo.

En general, los Lactobacillus se encuentran en una concentracion de 10'-
10" UFC (Unidades Formadoras de Colonia)* y es uno de los géneros clave para el
mantenimiento de la homeostasis del ecosistema vaginal. En los ultimos afos, ha
surgido nueva evidencia que sugiere que el estado de la microbiota vaginal juega
un papel muy importante en la persistencia y eliminacion de los patdgenos. En
ocasiones, surgen estados de disbiosis cronica que precisan de un aporte exdégeno
de Lactobacillus mediante la administracion de probiodticos para recuperar el
balance del ecosistema vaginal. Segin la Organizaciéon Mundial de la Salud, los
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probidticos son "microorganismos vivos que cuando se administran en cantidades
adecuadas confieren un beneficio para la salud del huésped".

En este trabajo desarrollaremos de forma detallada un andlisis de la
literatura existente sobre la microbiota del tracto genital femenino y el impacto
que ejerce la ingesta de probidticos via oral mediante un estudio de intervencion,
controlado con placebo, aleatorizado, doble-ciego en una poblacién de mujeres

fértiles.
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CAPITULO II - REVISION BIBLIOGRAFICA

2.1 Marco historico

En 1892 Albert Doderlein, ginecdlogo aleman, descubri6 la
presencia de un bacilo vaginal al que le dio su apellido y describid la
importancia de las bacterias productoras de &cido lactico para la
microbiota vaginal®.

Desde principios del siglo XX se ha intentado clasificar la microbiota
vaginal segun el tipo de bacterias presentes. En 1921, Robert Schroder
categorizo la microbiota vaginal en 3 tipos fundamentales segin “grados
de puridad”, y posteriormente, Otto Jirovec en 1948 la reclasifica en 6
tipos, desde normal hasta diferentes tipos de disbiosis®. En 2011, Ravel et
al® postula 5 grupos de comunidades bacterianas del I-V segun las especies
de Lactobacillus y otras bacterias presentes en el ecosistema vaginal, de la
cual hablaremos mas adelante.

Herman Gardner y Charles Dukes en 1955 descubren un
microorganismo causante de infecciones vaginales al que denominan
“Haemophilus wvaginalis””. Posteriormente, en 1980 pasa a nombrarse
Gardnerella vaginalis®y se le considera como el origen de la mayor parte de
las vaginosis bacterianas (VB). Por tltimo en 1984, Mardh et al definen esta
patologia como la sustitucion de los Lactobacillus por otras bacterias que
causan cambios en las secreciones vaginales®.

En cuanto a la microbiota intestinal, en 1908 Elie Metchnikoff,
cientifico ruso, propuso la hipodtesis de la “autointoxicacion intestinal”
donde el envejecimiento del ser humano se debia a la presencia de toxinas
producidas por bacterias patogenas en el intestino’. Metchnikoff aislé una
bacteria que denomind “Bacilo Biulgaro” debido a que pensaba que la
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longevidad observada en ciudades balcdnicas en ese tiempo se debia al
consumo de lacteos fermetados!. Este bacilo puede corresponder con el
hoy conocido como Lactobacillus delbrueckii subespecie bulgaricus presente
en muchos yogures actualmente®. Tras su muerte, su teoria de la
longevidad perdio fuerza y se descubrié que dicha bacteria no colonizaba
el intestino!’. Alfred Nissle en 1917, descubre la cepa probiotica Escherichia
coli Nissle 1917 aislada de heces de soldados de la Primera Guerra Mundial
que no se habian visto afectos por una epidemia de shigelosis’.
Posteriormente, se convirtio en una de las pocas cepas probidticas que no
es una bacteria acido lactica y se sigue comercializando actualmente’.

Henry Tissier del Instituto Pasteur, descubrié un Bifidobacterium
(actualmente denominado Bifidobacterium bifidum) presente en las heces de
un nifio alimentado con leche materna con la idea de administrarlo a otros
lactantes que presentaran episodios de diarrea’. Con la misma finalidad,
Minoru Shirota, microbidlogo japonés, patentd la cepa L. casei Shirota,
resistente a el ambiente acido gastrico y presente actualmente en el
mercado como Yakult desde 1935,

En 1919 se funda la popular compafiia Danone en Barcelona que
actualmente vende productos que contienen Lactobacillus y Bifidobacterium
principalmente.

2.2 Microbiota vaginal
2.2.1 Generalidades

La microbiota vaginal de las mujeres sanas
premenopdusicas normalmente estd dominada por el
género Lactobacillus, que se caracteriza por ser
facultativamente anaerdbico, no formador de esporas,

Gram positivo, baciliforme o cocobacilo!'.
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Las especies predominantes de este género son Lactobacillus crispatus y L. iners

principalmente, con una baja diversidad de otros microorganismos!2',

Otras especies que se encuentran con frecuencia en el entorno vaginal son
L. gasseri, L. jensenii y otros relacionados con la ingesta de alimentos como L.

rhamnosus, L. paracasei, L. fermentum y L. plantarum™.
2.2.2 Factores modificantes de la microbiota

La microbiota vaginal es un ecosistema complejo y su composicion puede
cambiar drasticamente dependiendo de diferentes factores que pueden causar un
desequilibrio de su microbiota y una tendencia a la disbiosis. Dentro de los
factores intrinsecos se encuentran la menstruacion, embarazo, posparto,
menopausia, diabetes, polimorfismos genéticos, edad y raza>¢. Entre los factores
extrinsecos que afectan el estado del ambiente vaginal se encuentran los
anticonceptivos orales, el tabaquismo, las duchas vaginales, las relaciones
sexuales recientes, la cantidad de parejas y practicas sexuales, medicamentos

como antibiodticos, inmunosupresores, entre otros?.
2.2.3 Nomenclatura taxonoémica

La clasificaciéon taxondmica de las bacterias en orden descendente,
tomando como ejemplo la cepa Lactobacillus rhamnosus CECT 8800, se realiza
como se observa en la Figura 1. La familia Lactobacillaceae se divide en 3 géneros:
Lactobacillus, Paralactobacillus y Pediococcus. El género Lactobacillus, a su vez, cuenta
con 96 especies y 16 subespecies, muchas de ellas descubiertas mediante técnicas

de secuenciacién masiva del gen 165 ARNr'*
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Dominio — Bacteria
Phylum - Firmicutes
Clase - Bacillus
Orden — Lactobacillales
Familia — Lactobacillaceae
Género - Lactobacillus
Especie — Rhamnosus

Cepa — CECT 8800

Figura 1. Clasificacion filogenética de la cepa Lactobacillus rhamnosus CECT 8800.

2.2.4 Comunidades bacterianas o vaginotipos

La microbiota vaginal segun Ravel et al en 2011¢, se puede clasificar en
cinco tipos segun su composicion. Los tipos I, II, III, V estdn regidos por
Lactobacillus crispatus, L. gasseri, L. iners y L. jensenii respectivamente, siendo el tipo
III el mas predominante en una muestra multirracial de casi 400 mujeres. El tipo
IV tiene una mayor variedad de microorganismos, disminucién de Lactobacillus y
un predominio de bacterias anaerobias®. Ademds, esta ultima comunidad
microbiana puede considerarse normal y mds frecuente en la raza negra e

hispana, a diferencia de lo observado en mujeres caucasicas y asiaticas®.

2.2.5 Variaciones en el vaginotipo a corto plazo

En cuanto a la evolucion de la microbiota a corto plazo existen muy pocos
estudios publicados hasta el momento, ya que la mayor parte de ellos son

transversales donde se analiza una tinica muestra vaginal por paciente.

En general, existen varios factores que pueden generar variaciones en la

composicion de la microbiota y una tendencia a la disbiosis, ya comentados en el
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apartado 2. Microbiota vaginal - Generalidades. Debido a que la vagina esta en
comunicacion directa con el exterior, su microbiota es facilmente vulnerable por
agentes externos. El que estos determinantes sean suficientes para originar
cambios en el vaginotipo a corto o largo plazo, es atin desconocido por la ausencia
de estudios longitudinales que puedan atribuir estas variaciones del entorno

vaginal a cada uno de estos factores.
En el articulo de Ravel J et al®, hacen referencia a cuatro teorias que pueden
explicar estos cambios en la microbiota, aunque la realidad puede estar explicada

por mas de una de ellas:

1. Dynamic equilibrium hipoétesis: La composicion de la microbiota es

estable en el tiempo.
2. Community space hipétesis: La composicion de la microbiota varia a

lo largo del tiempo por cambios hormonales, habitos individuales,
dieta, entre otros.

3. Alternative equilibrium state hipétesis: La microbiota puede variar con
el tiempo pero con alternativas limitadas.

4. Community resilience hipotesis: La microbiota normalmente tiene una
estructura similar y, ocasionalmente, puede cambiar a un estado
transicional en respuesta a un determinado factor de forma
momentanea, tendiendo a volver a su estado basal.

En el trabajo de Romero R et al del 2014'%, se realizd un analisis
longitudinal de la microbiota vaginal de 22 gestantes que tuvieron un parto a
término normal y 32 controles no gestantes. Las muestras se analizaron
empleando técnicas de secuenciacion masiva del gen 16s rARN™. Se observd una
mayor prevalencia de vaginotipos I y III (dominancia lactobacilar) en gestantes
con Unicamente un 6% de casos con vaginotipos IV (diversidad bacteriana),
mientras que en las pacientes no gestantes se hall6 casi un 40% de vaginotipos
IV'5. Sin embargo, la comunidad bacteriana tipo II se encontrd en solo un 4% y no
existieron paciente con el tipo V. Seguin estudios previos, el vaginotipo V es poco
frecuente en mujeres afroamericanas, lo que podria explicar los hallazgos

encontrados debido a que el 90% de las pacientes pertenecian a esta raza'®.
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Por otro lado, la microbiota encontrada en las gestantes demostrdé una
mayor resistencia al cambio de comunidad bacteriana que en las no gestantes'.
En los casos en los que si existieron variaciones en la microbiota de las primeras,
fue hacia otros vaginotipos con predominancia lactobacilar, y en ningin caso
hacia vaginotipos IV, a diferencias de las segundas’®. Debido a que las
comunidades bacterianas pobres en Lactobacillus se han visto relacionadas con
vaginosis bacterianas y otros procesos infecciosos, se piensa que esta resistencia al
cambio es un mecanismo protector del embarazo'>. También puede estar
relacionado al estado hiperestrogénico del embarazo que aumenta la
disponibilidad de glucogeno en el epitelio vaginal, fomentando la produccion de
acido lactico y la caida del pH que evita la proliferacion de microorganismos
patogenos®. En la Figura 2 extraida del articulo de Romero R et al, se observan las
pocas variaciones que existieron entre vaginotipos en mujeres gestantes a lo largo

del embarazo y que finalizaron en un parto normal a término'.
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Figura 2. Variacion en los vaginotipos encontrados en gestantes con un parto
normal a término en el estudio de Romero R et al del 2014'.

Por ultimo, existieron algunas especies mas prevalentes en las gestantes
como el Lactobacillus vaginalis, L. crispatus, L. jensenii y L. gasseri, asi como una
deplecion de otros microorganismos asociados a las microbiotas tipo IV'®. No

existieron variaciones en cuanto a la prevalencia del L. iners entre ambos grupos
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de pacientes. El vaginotipo III cuenta como especie predominante al L. iners,
considerado como un paso intermedio hacia otras microbiotas como la tipo IV,
probablemente por la falta de propiedades antimicrobianas protectoras de esta
especie como la carencia de produccion de peroxido de hidrogeno y su

coexistencia frecuente con otros patégenos?.

Otro interesante estudio es el de Gajer P et al', donde se realizd un
muestreo vaginal bisemanal por 16 semanas a 32 mujeres fértiles sanas
norteamericanas para realizar un estudio del gen 16s rARN. Los autores
observaron una tendencia a mantener el mismo vaginotipo a lo largo del tiempo
entre un 84-89% de los casos'®. Cuando se observd una transicion a otros
vaginotipos, esta fue de muy corta duracién, siendo inferiores a una semana en el
35% de los casos’®. El tipo III (L. iners) fue el que con mayor frecuencia pasé a
comunidades mas diversas como las tipo IV. A su vez, la comunidad IV-A
permaneci estable solo en la mitad de los casos, existiendo una menor resistencia
al cambio hacia otras microbiotas como la tipo III, a la que cambié en casi un 20%
de las pacientes (ver Tabla 1 y Figura 3'). Por tanto, algunas pacientes siguieron
la teoria de Alternative equilibrium state, mientras que otras respaldaron la

hipotesis de Community resilience 6.

from to | 11 11 IV A Iv.B
| 133 (84.2) 0 12(7.6) 11700 2(1.3)
11 0 S0(89.3) 2(3.6) 4(7.1) 0

11 10(2.7) 2(0.5) 314 (85.8)  16(44) 24 (6.6)
IV.A 12(13.6) 3(3.4) I7(193)  49(55.7) T(8.0)
IV.B 3(1.3) 0 22(9.3) 4(1.7) 208 (87.8)

Tabla 1. Transicion entre vaginotipos del estudio de Gajer P et al'®. Numero total
de transiciones y, entre paréntesis, la frecuencia de las mismas desde cada
vaginotipo. No existieron pacientes con comunidad bacteriana tipo V en la
muestra analizada. Tomado de Gajer P et al®.
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En general, el mas frecuente de todos los vaginotipos en este estudio fue el
IV-B junto con valores altos en la escala de Nugent (ambos asociados a vaginosis),
hallados en mujeres totalmente asintomaticas'®. Otras, presentaron variacion alta
en sus vaginotipos con escalas de Nugent bajas'®. Por tanto, una baja estabilidad
en la composicion de la microbiota no siempre implica patologia y su importancia
solo se puede establecer con estudios longitudinales donde se puedan asociar

estos cambios a eventos adversos?é.

Es importante destacar que estos cambios en el tipo de comunidad no
necesariamente implican cambios en la funcionalidad de la misma ya que
unicamente hace referencia a la frecuencia de las especies observadas'. En este
sentido, se estudio el perfil metabdlico de las muestras de 4 pacientes observando
que, en ocasiones, a pesar del cambio de vaginotipo la produccion de algunos
productos beneficiosos como el lactato puede mantenerse debido a la existencia

de otras especies generadoras de lactato como el Streptococcus®1e.

En cuanto a los factores asociados al cambio de microbiota, se encontraron
mayores variaciones durante la menstruacién (aunque no siempre implicé mayor
diversidad bacteriana segun el indice de Shannon), como es el caso de los
vaginotipos I y II que practicamente solo cambiaron en ese momento'® (Figura 3).
Ademas, la actividad sexual también mostro6 repercutir el estado de la microbiota
vaginal de las pacientes'®. Sin embargo, se encontré una mayor estabilidad
durante los dos picos de estradiol observados en la fase periovulatoria y lttea,
ademas de durante el pico de progesterona de la fase lutea segin la tasa de

cambio Jensen-Shannonte.

Otra determinante importante a tomar en cuenta es la raza. Al comparar
los hallazgos de Gajer P et al'® y de Ravel J et al®, se observa que el vaginotipo mas
frecuente en mujeres de raza negra norteamericanas es el tipo IV, seguido por el
tipo III. Por otro lado, la comunidad bacteriana mas encontrada en la raza blanca
fue la tipo I en ambos estudios (Tabla 2).
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Figura 3. Transicién entre vaginotipos y valores observados en la escala de
Nugent en el estudio de Gajer P et al'®. En la leyenda se indica por colores el
vaginotipo, escala de Nugent y las menstruaciones de cada paciente. LC:
Lactobacillus crispatus (tipo I). LG: L. gasseri (tipo II). LI: Lactobacillus iners (tipo III).
DA: Grupo de diversidad bacteriana-A (tipo IV-A). DB: Grupo de diversidad
bactriana-B (tipo IV-B). Tomado de Gajer P et al*®.
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Table A. Contingency table of community state types for white women in both studies.

Study | I (] v v
Ravel et al. (4) 44 8 26 10 g
This study 144 2 140 101 0

Table B. Contingency table of community state types for Black women in both studies.

Study | I (] v v
Ravel et al. (4) 23 5 33 42 1
This study 19 55 173 212 0

Tabla 2. Tabla comparativa de vaginotipos por raza en el estudio de Ravel J et al y
Gajer P et al. Tomado del suplemento de Gajet P et al*®.

Por ultimo, los autores comentan que los estudios transversales de
microbiota vaginal publicados hasta el momento pueden no reflejar de forma
fehaciente la comunidad bacteriana que presenta cada paciente debido a que esta
puede variar a lo largo del tiempo'®.

En cuanto al analisis de variabilidad en la microbiota endometrial existen
aun menos estudios publicados en la literatura. En el trabajo de Kyono K et al?,
realizan un trabajo donde estudian la estabilidad de la microbiota en 7 voluntarias
sanas, en 5 de las cuales la muestra (endometrial y vaginal) se tomo en distintos
ciclos menstruales y diferentes fases del ciclo. Los autores concluyen que el
porcentaje de Lactobacillus endometriales y vaginales fue muy estable dentro del
mismo ciclo menstrual e incluso entre ciclos menstruales consecutivos aunque la
muestra de pacientes empleada fue muy pequena’’. Por ultimo, Moreno I et al'®
analizaron la microbiota endometrial de 22 pacientes en distintas fases del mismo
ciclo menstrual tomando muestras cada 5 dias. Observaron estabilidad en el tipo

de microbiota endometrial en 18/22 pacientes's.
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2.2.6 Variaciones fisioldgicas de la microbiota vaginal a 1o largo de la vida

La microbiota vaginal presenta un ecosistema que se encuentra en cambio
constante con una gran variabilidad fisioldgica inter e intraindividual,
independientemente de la edad. Los cambios observados a lo largo de la vida de

la mujer se ilustran en la Figura 4.

En recién nacidos, la microbiota vaginal es similar a la adulta con un pH
mas acido debido a los estrogenos maternos’. En la infancia, debido a la baja
cantidad de estrogenos no se produce glucégeno que es el sustrato de las
bacterias acido lacticas. Por tanto, el pH es alcalino (pH de 7 aproximadamente) y
la microbiota vaginal estd compuesta de microorganismos de la piel, anaerobios
entéricos estrictos y facultativos principalmente, con bajo recuento lactobacilar’®2.
Hill HB et al?, realizan un estudio en ninas de entre 3 meses-5 afios en el que
observan una prevalencia de microorganismos anaerobios, siendo Prevotella y
Peptostreptococcus los géneros mas frecuentes pero en menor concentracion que en
adultas con VB. Se detectaron Lactobacillus en solo 2 de 19 pacientes, ademas de
microorganismos aerobios (excepto ausencia de Gardnerella) similares a los
encontrados en mujeres adultas?. El pH vaginal medio fue de 6.5%'. En el 70% de
las nifias menores de 3 afios se aislaron Enterococcus y coliformes en comparacion
con solo en el 22% de las mayores de dicha edad, cuya diferencia se puede
atribuir al uso de panal*’. Myhre AK et al??, llevaron a cabo un muestreo ano-
genital en 99 nifios y 179 ninas de 5 afos de edad media tras descartar historia de
abuso sexual. El 40% de los microorganismos encontrados fueron Staphylococcus,
Corynebacterium y otras bacterias coreniformes relacionadas con la piel??. La
especie Streptococcus viridans y similares fueron los siguientes agentes mds
prevalentes??. Solo se hall6é Gardnerella vaginalis en muestras rectales de dos nifios
y una nifa*>. Hammerschlag MR et al?, estudiaron la microbiota de 25 nifias de
entre 2 meses y 15 afnos observando Staphylococcus epidermidis y difteroides en el
80% de las pacientes. Ademads, se aislo una gran diversidad de anaerobios
estrictos entre los que los géneros Peptococcus, Peptoestreptococcus y Bacteroides
fueron los mas frecuentes®. El género Lactobacillus estuvo presente en el 40% de

las pacientes?.
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Previamente, los estudios basados en analisis de las muestras mediante
cultivo, describian la microbiota en la pubertad como pobre en Lactobacillus. En el
2015, Hickey R]J et al?® realizan un estudio con 31 pacientes entre 10-12 afios previo
al inicio de la menarquia a las que se les tomaron muestras vulvovaginales por 1,6
anos de media cada 3 meses, y a sus madres, una muestra vaginal al afio.
Observaron que previo a la menarquia, la microbiota vaginal es similar a la
encontrada en mujeres adultas con predominancia principalmente de Lactobacillus
y otros géneros productores de acido lactico como Streptococcus®. Gardnerella
vaginalis fue aislada en 1/3 de las pacientes siendo una de las especies mas
abundantes y persistentes sin sintomas de VB. Sin embargo, el pH vaginal es
superior (24.5), hecho que puede estar relacionado con una concentracion
lactobacilar inferior aunque sin resultados significativos?. Otros autores
atribuyen el pH mas alcalino a las irregularidades menstruales presentes tras la
menarquia (fases foliculares mas prolongadas con ascenso tardio de estrogenos) y
a la ectopia cervical’®. No se observaron asociaciones con la microbiota vaginal
materna®. Por otro lado, la microbiota vulvar result6 similar a la vaginal previa a

la menarquia aunque con mayor variedad de especies en la primera?.

Con la llegada de la menopausia y el descenso de los estrogenos locales, la
microbiota vaginal vuelve a ser similar a la de la infancia con disminucién de la
poblacion lactobacilar, aumento en la diversidad de microorganismos y aumento
del pH vaginal®?**. Burton JP et al® encontraron un estado de VB o flora
intermedia segiin escala Nugent en el 70% de una muestra de pacientes
menopdusicas asintomaticas de forma persistente. Los microorganismos mas
frecuentes fueron Lactobacillus (aunque en escaso numero en un 1/3 de las
pacientes), Bacteroides, Mobilincus, Gardnerella vaginalis, Escherichia coli, entre
otros®.

De forma contradictoria a otros ensayos realizados en la menopausia
(aunque limitado por su muestra de 16 pacientes), Hummelen R et al?* observaron
que en algo mas del 50% de las pacientes el género Lactobacillus represent mas de
la mitad de los microorganismos encontrados, principalmente L. iners y L.
crispatus?. Ademads, se encontraron pocas variaciones en la microbiota de las
pacientes a lo largo de las 10 semanas de seguimiento®. Por ultimo, los autores

mencionan la asociacion existente entre las mujeres menopdusicas con sintomas
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de sequedad genital moderada/severa y una deplecion lactobacilar con mayor
variedad de especies microbianas como Porphyromonas, Prevotella, Peptoniphilus y
Bacillus. Sin embargo, las pacientes asintomaticas o con sintomas leves de
sequedad presentaron mas frecuentemente una microbiota con predominancia de
Lactobacillus con baja variedad de microorganismos®*. Brotman RM et al?,
realizaron un ensayo similar en 87 mujeres donde se observo una transicion del
ecosistema vaginal de estar dominado por Lactobacillus en mas de un 80% de las
mujeres premenopausicas a un 50% en las menopausicas, con una tendencia en la
perimenopausia a vaginotipos III (L. iners) o IV-A (dominado por
microorganismos anaerobios como Streptococcus, Anaerococcus, Peptoniphilus y
Prevotella). Este tltimo patréon microbiano fue 25 veces mas frecuentemente que el
tipo I (dominado por Lactobacillus crispatus) en aquellas que presentaron signos de
atrofia genital?.

En esta linea, Jaisamrarn U et al?® publicaron un estudio de 87 mujeres
postmenopausicas diagnosticadas de vaginitis atrdficas a las que se les administrd
una preparacion vaginal con 0.03 mg de estriol + 108 UFC de Lactobacillus
acidophilus KS400 diariamente por 12 dias vs placebo. Tras desvelar el ciego, las
pacientes del grupo placebo iniciaron la preparacion vaginal a estudio por 12
dias, y posteriormente, todas las pacientes realizaron el tratamiento
bisemanalmente/12 semanas?. El Indice de Maduracién Vaginal (IMV), basado en
el porcentaje de células epiteliales presentes en las muestras vaginales, fue del
35% en el grupo de tratamiento vs 10% en el grupo placebo en la fase inicial y
aumento a un 55% en la fase de mantenimiento?. Las pacientes con sintomas de
sequedad se redujeron de forma significativa en el grupo de tratamiento?. Tras la
terapia inicial, la sequedad vaginal paso de un 77% al 2% y la dispareunia referida
pasé del 64% al 3% al finalizar el estudio®. Ademas, el 66,7% de las pacientes
presentaron una microbiota normal (Grado Lactobacilar I) vs 2,3% al inicio del

tratamiento y el pH pasé de 6,8 a 4,9%.
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Infancia

Premenarquia Edad Fértil Menopausia

Variaciones hormonales del ciclo
menstrual, embarazo y puerperio

Niveles bajos de estrégenos

-Anaerobios con pocos
Lactobacillus.
-Aerobios de origen cutaneo
y ausencia de Gardnerella.
-En general,
microorganismos de origen
entérico y cutaneo.

Microbiota clasificada en 5 vaginotipos:
-Vaginotipos LILIILV con baja diversidad
dominados por distintas especies de
Lactobacillus (L. crispatus, gasseri, iners,
jensenii). pH acido entre 3,7-5,7.
-Vaginotipo IV dominado por anaerobios,
disminucién de Lactobacillus y mayor
-pH=7 diversidad. pH mas alcalino entre 4,7-5,9.
-Epitelio vaginal fino.
-Epitelio vaginal grueso.

Aumento de estrogenos Descenso de estrogenos
-Microbiota vaginal similar a la -Menor concentracién lactobacilar y
encontrada en edad fértil. mayor diversidad de microorganismos.
-Lactobacillus y otras bacterias productoras -Estados de VB asintomaticos.
de acido l4ctico como Streptococcus. -Microorganismos de origen entérico y
-Gardnerella en 1/3 de las pacientes cutaneo.
asintomaticas.
-pH >4,5. -pH alcalino
-Aumenta trofismo vaginal. -Epitelio vaginal fino.

Figura 4. Evolucion de la microbiota vaginal a lo largo de la vida 619212,

Petricevic L et al®, realizaron otro estudio en 70 mujeres
postmenopausicas con composicion intermedia de su microbiota segun escala
Nugent (puntuacion 4-6), a las que se les administré 2,5 x 10° UFC de L. rhamnosus
GR-1y L. reuteri RC-14 vs placebo diariamente/14 dias. Tras finalizar el estudio, se
observo una normalizacion de la microbiota vaginal en un 60% de las pacientes
del grupo de intervencion vs 16% del grupo placebo?.

En general, los sintomas genitourinarios del climaterio al igual que la
dominancia lactobacilar mejoran con el uso de la terapia hormonal sustitutiva
asemejandose a la encontrada en poblacién fértil?%. Sin embargo, muchas mujeres

presentan contraindicaciones para el inicio de terapias hormonales como
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antecedente de cancer de mama, cancer de endometrio u otros tumores hormono-
dependientes, problemas cardiovasculares, tromboembolismo, entre otros.
Ademds, la composicion de la microbiota vaginal de las mujeres
postmenopausicas, aunque muchas veces se encuentren asintomaticas, puede ser
un factor predisponente a infecciones recurrentes del trato genitourinario. Por
tanto, representa un grupo que especialmente se beneficiaria de intervenciones

terapéuticas con probidticos a largo plazo.

2.3 Microbiota del tracto genital femenino

La microbiota del tracto genital femenino presenta algunas variaciones en
cuanto a las especies predominantes y concentracion bacteriana debido a las
caracteristicas especificas de cada medio (Figura 5). Se revisaron tres estudios en
los que se realiza un andlisis integral de la microbiota en todo el tracto genital de
mujeres sometidas a histerectomia por causa benigna. Mitchell CM et al en 2015%,
realizaron un muestreo de vagina, y posteriormente, de endocérvix y endometrio
directamente de la pieza quirtrgica en 58 pacientes (14% menopausicas). Los
microorganismos predominantes en las 3 muestras fueron Lactobacillus iners, L.
crispatus y Prevotella. La vagina mostré una mayor concentracion bacteriana y
continuidad de algunas de sus especies en el tracto genital superior después de
desaparecer de la vagina y sin causar inflamacion local®. Las pacientes de raza
afroamericana e hispana presentaron con mayor frecuencia una microbiota
endometrial y endocervical no dominada por Lactobacillus en comparacion con las
de raza blanca (83% y 75% vs 54% respectivamente)®. Estos hallazgos no se
correlacionaron completamente con la incidencia de VB en estos grupos de
pacientes, ya que se encontrd en 17% de las mujeres de raza negra, 0% en
hispanicas y 11% en las de raza blanca®. Otras de las especies aisladas fueron
Gardnerella  vaginalis 'y Atopobium wvaginaze en 19 y 10% de los casos
respectivamente®,

Se encontraron resultados similares en el trabajo de Chen C et al*, en el
cual se tomaron muestras de vagina, endocérvix, endometrio, trompas y
peritoneo en 110 mujeres fértiles sin antecedentes de infecciones genitales
sometidas a histerectomia. Las muestras vaginales evidenciaron un predominio

de especies que sobreviven en condiciones acidas como L. crispatus y L. iners con
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mayor concentracion bacteriana y menor diversidad*. Sin embargo, la poblacion
latobacilar fue disminuyendo progresivamente en el resto del tracto genital, con
una mayor variedad de microorganismos tipicos de entornos mas alcalinos como
Acinetobacteria, Bacteroidetes y Proteobacteria pero a una concentracion mas baja.
Las especies encontradas en el endocérvix fueron similares a la microbiota
endometrial y peritoneal de cada paciente, por lo que pueden inferirse a través
del estudio del primero de manera poco invasiva*. En el endometrio se aislaron
frecuentemente los géneros Pseudomonas, Vagococcus, Sphingobium y Acinetobacter*.
De forma tipica, se encontraron Pseudomonas, Erysipelothrix y Facklamia en las
trompas de Falopio*. En el liquido peritoneal, la microbiota es muy variada con
mayor concentracion de Sphingobium, Pseudomonas, Vagococcus Morganella 'y
carencia de Lactobacillus®. Ademas, los autores sefialaron que existe una
correlacién entre las muestras endometriales transcervicales y las tomadas
directamente del endometrio en la pieza de histerectomia, por lo que la via

transcervical es fiable para el estudio de esta microbiota*.

Finalmente, Miles SM et al®! publican un estudio donde tomaron muestras
vaginales a 10 mujeres pre y postmenopdusicas, y en pieza quirurgica, muestras
de endocérvix, endometrio, trompas y ovarios. Se observo el phylum Firmicutes y
género Lactobacillus como los mds frecuentes en mas de la mitad de los casos a lo
largo del tracto genital, pero se encontrd una mayor variedad en términos de
especie entre areas®. En vagina se aislaron Lactobacillus iners, L. helveticus y L.
reuteri principalmente en las pacientes premenopdusicas, mientras que en las
menopausicas fueron mads frecuentes los géneros Streptococcus y Prevotella®. A
nivel cervical, los géneros encontrados con mayor frecuencia fueron Lactobacillus,
Prevotella, Acinetobacter y Corynebacterium?'. Las especies del resto de dreas fueron

mas heterogéneas sin encontrarse un patron tipico por area®.

La metodologia de estos tres estudios permite el muestreo directo de cada
zona del tracto genital sin posibilidad de contaminacion con los microorganismos
de otras areas, demostrando que la cavidad endometrial no es estéril y que una
concentracion baja de microorganismos es normal para esta zona. Entre las
limitaciones de estos disefios se encuentran las muestras pequenas de pacientes,

la necesidad de antibioterapia durante la cirugia y la presencia de patologia
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benigna en todas las pacientes que, como sefialan Chen C et al%, puede variar la
microbiota encontrada.

En el estudio de Kyoto K et al, también observaron una correlacion entre la
microbiota vaginal y endometrial, ya que todas las pacientes que contaban con
una microbiota sin predominancia lactobacilar a nivel vaginal, también la
presentaban a nivel endometrial'”. Tanto en este estudio como en el de Moreno I
et al'8, solo se encontraron alrededor de 20-25% de casos con variaciones
importantes entre ambas microbiotas. Por otro lado, se observé un ecosistema
endometrial y vaginal constante en 5 pacientes sanas a lo largo de un ciclo y en

distintos ciclos menstruales!”.

Por ultimo, en el ovario existe una microbiota muy variada, siendo
Firmicutes, Proteobacteria y Bacteroidetes los reinos bacterianos mas frecuentes®3,
Entre los géneros mas aislados se encuentran Lactococcus®, Acinectobacteria,

Morganella, Brevundimonas y Campylobacter.
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ENDOMETRIO

-Concentracion bacteriana
baja y diversa.
-Disminuye poblacién
Lactobacillar (30%-70%).
- No microbiota tipica.
-Presencia de Lactobacillus
iners, Prevotella, L. crispatus.
-Pseudomonas, Acinetobacter,
Vagococcus, Sphingobium.

TROMPAS

-Concentracion
bacteriana baja y
diversa.
-Lactobacillus

representa el 1,7%.

-Presencia de
Pseudomonas,
Erysipelothrix y
Facklamia
frecuentemente.

OVARIO

-Concentracion bacteriana
baja y diversa.
- No microbiota tipica.

- Reinos mas frecuente:
Firmicutes, Bacteroidetes,
Proteobacteria.
-Géneros: Lactococcus,
Acinetobacteria, Morganella,
Brevundimonas,
Campylobacter.

ENDOCERVIX

-Concentracién bacteriana
disminuye y aumenta
diversidad. Zona de paso de
microorganismos. No
microbiota tipica.
-Disminuye ligeramente
poblacién Lactobacillar.
-Presencia de Prevotella,
Acinetobacter y
Corynebacterium.

VAGINA

-Concentracion bacteriana
mas abundante (entre 101%
10") y menor diversidad.
-Dominancia lactobacillar en
mujeres fértiles con
vaginotipos segtin especies
mas prevalentes.
-Vaginotipo IV no
dominancia lactobacilar,
mayor diversidad.

PERITONEO

-Concentracion
bacteriana baja y
diversa.
-Ausencia de
Lactobacillus.
-Presencia de
Pseudomonas,
Morganella,
Sphingobium,
Vagococcus en mayor
concentracion.

Figura 5. Microbiota del tracto genital femenino.
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2.4 Mecanismos de defensa de los Lactobacillus

Los Lactobacillus vaginales tienen varias herramientas para proteger su

entorno de los patdgenos, las cuales se enumeran a continuacion:

v

Produccién de compuestos antimicrobianos como las bacteriocinas que

inhiben la multiplicacion bacteriana y promueven su destruccion®.

Sintesis de biosurfactantes que dificultan la unién bacteriana y la

generacion de biopeliculas®.

Co-agregacion con microorganismos patogenos para evitar su adhesion al

epitelio vaginal y eliminarlos con proteinas microbiocidas®.

Proteccion del epitelio vaginal. La deplecion lactobacilar y el aumento de
la diversidad bacteriana alteran la pared vaginal y la sintesis de la capa

protectora mucina®.

Mecanismo especifico de adhesién al epitelio vaginal, el cual es especie-
dependiente y desempena un papel clave para la colonizacidon del entorno
vaginal y el bloqueo del asentamiento de los patogenos®. Algunas cepas
de Lactobacillus rhamnosus han demostrado su adherencia al epitelio
cervicovaginal como L. rhamnosus Lcr35% y GR-1%.

Sintesis de acido lactico mediante la fermentacion del glucogeno presente
en el epitelio vaginal expuesto a estrégenos, generando asi un pH 4cido y
aumentando la viscosidad del flujo vaginal. Esto dificulta el crecimiento
de microorganismos nocivos y evita la propagacion de diferentes virus,

como el Virus del Papiloma Humano (VPH)*.

Propiedades citotdxicas contra las células malignas cervicales segtin lo

evidenciado en dos estudios in vitro442,
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v Producciéon de peréxido de hidrégeno por algunas especies de
Lactobacillus, la cual representa un factor protector contra bacterias y virus
patogenos®4. Sin embargo, algunos estudios encontraron Lactobacillus
productores de perdxido de hidrdgeno presentes en la microbiota de
pacientes sanas y en aquellas con disbiosis*, que podria estar en relacién
con la cantidad de perdxido de hidrogeno generada que varia entre
especies®®. Las especies identificadas con una mayor produccién de
peroxido de hidrogeno son L. crispatus, L. gasseri, L. jensenii y L. vaginalis,
especialmente las dos tultimas*#. Antonio MA et al*, presentaron un
articulo donde habia una asociacién entre el hallazgo en muestras
vaginales y rectales de L. crispatus, L. jensenii u otros Lactobacillus
liberadores de perdxido de hidrogeno y una menor incidencia de VB (5%
si aislamiento de las cepas en ambas muestras, 20% solo en vagina, 47%
solo en muestras rectales y 70% de vaginosis en mujeres no colonizadas
por especies productoras de peroxido de hidrdégeno en ninguno de los

sitios).

v Los Lactobacillus disputan con los microorganismos patdgenos por los

nutrientes disponibles en el entorno vaginal®.

Dentro de las proteinas producidas por los Lactobacillus, algunas presentan
una eficacia superior a otras contra los patdgenos. En esta linea, Sgibnev A et al*
presentaron un estudio in vitro donde se evalud la eficacia de las sustancias
liberadas por los Lactobacillus como ayudantes de los antibidticos. Para ello, se
expusieron diversos microorganismos causantes de disbiosis vaginal (Escherichia
coli, Staphilococcus, Klebsiella y Streptococcus) a perdxido de hidrégeno, 4cido lactico
y surfactante producido por L. casei rhamnosus Lcr35 y otras 24 especies de
Lactobacillus aisladas de muestras vaginales*. A pesar de que los 3 metabolitos
fueron capaces de sensibilizar a estos microorganismos oportunistas ante los
antimicrobianos reduciendo su concentraciéon minima inhibitoria, el perdxido de
hidrégeno y/o surfactante resultaron mas eficaces*. El dcido lactico resulté menos
efectivo aunque se debe tomar en cuenta que las concentraciones empleadas del

mismo fueron menores a las existentes de manera habitual en el entorno vaginal®.
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De cualquier forma, a través de todos estos mecanismos de defensa, estas
bacterias acido lacticas inhiben el crecimiento de patdgenos y logran un equilibrio
en la microbiota vaginal. Cuando su poblacién disminuye, aumenta la incidencia
de VB, una condicion que si es recurrente, crea un ambiente de inflamacion
persistente que favorece a diferentes patdgenos y que podria promover la
carcinogénesis®.

Rousseau V et al¥, realizaron un estudio in vitro donde se comprueba la
eficacia de algunas especies contra distintos patogenos. Los autores lograron
extraer 17 cepas de Lactobacillus de muestras vaginales, de los cuales seleccionaron
a L. vaginalis BLL 9901, L. crispatus BLL 2008 y L. jensenii BLL 2108 por sus
propiedades antagonicas frente a patdgenos como produccion de acido lactico,
perdxido de hidrégeno, competicion por sustratos como arginina (tmicamente
BLL 2108), habilidad para colonizar el epitelio vaginal, entre otras. Todas las
cepas presentaron antagonismo contra Escherichia coli (CIP 548T), Neisseria
gonorrhoeae, Prevotella intermedia (CIP 103607T), Gardnerella vaginalis (CIP 7074T),
Corynebacterium seminale y Peptostreptococcus anaerobius (AIP 10102T)*. Debido a
que Candida albicans suele ser resistente al pH acido y al perdxido de hidrogeno
que generan muchos Lactobacillus, solo L. jensenii BLL 2108 present6 una oposicion

importante a frente a este patégeno®.

2.5 Probioticos

2.5.1 Definicion y generalidades

Los probioticos son una herramienta facil y viable para restablecer el
equilibrio en la microbiota vaginal. Segin la Organizacion Mundial de la Salud,
los probidticos son "microorganismos vivos que cuando se administran en
cantidades adecuadas confieren un beneficio para la salud del huésped".
Actualmente los probidticos representan un mercado multimillonario con
expectativas de crecimiento de 65 billones de dolares para el 2024 segin un
estudio de Global Market Insights*.

Son muchas las especies que se han usado como probidticos para
diferentes indicaciones, las cuales se mencionaran de forma detallada en cada uno

de los apartados correspondientes. Entre los géneros mas frecuentemente
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utilizados en probidticos se encuentran Lactobacillus y Bifidobacterium. También se

emplean hongos como Saccharomyces boulardii>.

La palabra probidtico hace referencia a:

v

v
v

Alimentos probiéticos: suplementos dietéticos, ingredientes alimentarios y

comestibles en general). No necesitan la aprobacion de la Administracién
de Alimentos y Medicamentos (FDA) antes de su comercializacion.

Farmacos probidticos: administrados con el objetivo de tratar o evitar una

enfermedad en concreto. Debido a que son catalogados como farmacos,
deben estar subscritos a la FDA como nuevo fdrmaco en investigacion
previo a su estudio en humanos.

Microorganismos administrados directamente para uso animal.

Probidticos genéticamente modificados.

Entre los requisitos que un producto debe tener para considerarse probidtico

podemos mencionar®3!:

v
v

Bacterias u hongos.

Género, especie y cepa de acuerdo a la nomenclatura actual utilizando
métodos de ADN, ademas de las UFC que contiene.

Microorganismos vivos (aunque pueden perder viabilidad tras su
administracién).

Inocuos para la indicacion terapéutica para la que fueron creados.

Ademds, todo producto probiotico debe contener informacion

correspondiente a las indicaciones terapéuticas, almacenamiento, posologia e

informacion de contacto del fabricante®’!. Los probioticos deben estar

correctamente almacenados, al igual que no deben ser ingeridos con liquidos

calientes para conservar la viabilidad de las cepas y no disminuir su efecto

terapéutico. En general, las especies formadoras de esporas presentan una mayor

resistencia ambiental®.
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2.5.2 Beneficios de los probioticos

La administracion de probioticos es una herramienta viable, facil y segura

que cuenta con los siguientes beneficios:

v' Potenciar el efecto de los antimicrobianos mediante su administracién
conjunta®actuando como “asistentes de los antibidticos”#® o pautarlos tras

ellos para restablecer el ecosistema vaginal normal>-%.

v" Representan una alternativa a los antimicrobianos y podrian resultar, en

ocasiones, mas efectivos.

v' Para el tratamiento de la VB se suele emplear metronidazol, clindamicina,
tinidazol, entre otros que se pueden asociar a reacciones alérgicas y
efectos adversos como molestias gastrointestinales y candidiasis. El
metronidazol también puede causar sabor metalico y efecto antabus con
la ingesta de bebidas alcoholicas. Ademas, los antibidticos podrian ser
efectivos a corto plazo, pero podrian alterar la microbiota intestinal y

vaginal a largo plazo.

v Desempefian un papel muy importante en la prevencion de recurrencias,
muy frecuentes en algunas mujeres y que puede alcanzar hasta el 80%.
Esto se debe principalmente a bacterias resistentes a antibidticos y a la
capacidad de generar biopeliculas que se adhieren a las paredes
vaginales®. Estos nichos bacterianos evitan la correcta penetracién del
tratamiento y estdn compuestos principalmente por Garnerella vaginalis y

Atopobium vaginae’.

v El uso de probidticos como tratamiento y prevenciéon de la disbiosis
vaginal evita la creacion de resistencias debido al mal uso de antibioticos,
algo comun con los tratamientos profilacticos prolongados con

antimicrobianos.
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v' También se han empleado para la optimizacién de la microbiota de

neovaginas en mujeres transexuales. Esta microbiota suele contar con
concentraciones lactobacilares muy bajas y una compleja mezcla de
especies anaerobias y aerobias®. Kaufmann U et al*®, realiz6 un ensayo
que consistié en la administracion de L. crispatus LbV88, L. rhamnosus
LbV96, L. jensenii LbV116 y L. gasseri LbV150N (0,2-1 x10° de cada cepa/ 7
dias) vs placebo®. Tras el analisis de las muestras vaginales mediante
examen microscopico, cultivo y deteccion del ADN bacteriano, se observo
una mejoria en la escala Nugent en el 48% de las integrantes del grupo
probidtico vs 14% del grupo placebo de forma estadisticamente
significativa (p<0,006) **. Ademas se detecté un aumento de Lactobacillus de
1x10* UFC en el primero vs 1,6x10° UFC en el segundo grupo (p<0,0001) .

v La mayoria de las especies de probiodticas se consideran como tratamientos

2.5.3

generalmente seguros (GRAS) por la FDA.

Via de administracion y formulaciones farmacéuticas

En el mercado actual, existen formulaciones farmacéuticas con diferentes

cepas de Lactobacillus que administradas por via vaginal u oral optimizan el

estado de la microbiota vaginal.

2.5.3.1 Via vaginal

La ruta vaginal se ha utilizado de manera cldsica para administrar

exogenamente bacterias como Lactobacillus o Bifidobacterium. Entre los beneficios

de esta ruta podemos mencionar:

v El tratamiento se administra directamente en el sitio diana de

accion.

v' Garantia de que la concentracion inicial de microorganismos viables

administrados ejercen su funcidn en el sitio deseado y no se ve
afectada por las secreciones gastricas ni el transito intestinal.

v' En general, se precisan pautas de tratamientos mas cortos.
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v No causan las molestias gastrointestinales asociadas al empleo de
probioticos orales.

v’ Cuenta con muy pocas contraindicaciones e interacciones
medicamentosas debido a su efecto local.

Existen diversas formulaciones farmacéuticas como geles, 6vulos
vaginales, y recientemente, ha surgido la posibilidad de proporcionar este
tratamiento mediante un anillo vaginal. Gunawardana M et al¥,
desarrollaron un dispositivo vaginal de liberacién controlada de 1,1x107 -
14x107/ dia de Lactobacillus gasseri ATCC 33323 por 21 dias. Segun lo
observado en este estudio in vitro, a diferencia de otros dispositivos con
antimicrobianos disponibles en la actualidad, este es capaz de liberar
microorganismos viables®. Esto representa una atractiva estrategia para la
liberacién controlada a largo plazo de Lactobacillus evitando la
manipulacion vaginal repetida y mejorando la adherencia al tratamiento®.

2.5.3.2 Via oral

Desde las ultimas dos décadas, han surgido nuevos estudios con el
objetivo de estudiar la aplicacion de probidticos orales como una opcidon natural
para tratar y prevenir infecciones vaginales. La base de la administracion oral esta
fundada en la propiedad que tienen los microorganismos de migrar de un sistema
a otro por su relacién anatdmica estrecha, tanto para patégenos como comensales.
Segin la evidencia actual disponible, el recto actia como una fuente de
Lactobacillus que tiene la capacidad de colonizar la vagina. En el estudio
presentado por Strus M et al en el 2012%, se observa la presencia en recto y vagina
de las especies Lactobacillus fermentum 57A, Lactobacillus plantarum 57B y
Lactobacillus gasseri 57C tras su administracion oral (1x108 UFC en total / dia). En
un segundo estudio realizado por El Aila et al en 2009°, analizaron muestras
rectales y vaginales de 132 mujeres embarazadas y, dentro de las especies
aisladas, el 44% estaban presentes en ambas muestras. Las especies de
Lactobacillus mas comunmente detectadas fueron L. crispatus, L. jensennii y L.
gasseri, dentro de las que casi el 70% de las presentes en ambos nichos tenian el

mismo genotipo®!. Por tanto, se puede deducir que existe un transito constante de
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microorganismos entre el aparato digestivo y el genital, lo que valida esta via de

tratamiento.

Ademas, la administraciéon via oral de Lactobacillus tiene una serie de ventajas

importantes que se enumeran a continuacion:

v Evitar la manipulacién vaginal, que puede ser incomoda para mujeres
mayores.

v' Se cree que a través de esta ruta se puede controlar el paso de
microorganismos patdgenos desde el recto a la vagina®.

v" El efecto alcanzado con los probidticos administrados via oral es sistémico,
por lo que se obtienen beneficios a todos los niveles. Recientemente, se

han empleado en:

e Gastrointestinal (diarrea, encefalopatia hepatica, colitis ulcerosa,
sindrome de intestino irritable, enterocolitis necrotizante, entre
otros)”o%

e Diel (tratamiento con formulaciones orales o topicas de dermatitis
atdpica, acné, psoriasis, entre otros)®©.

e Cardiovascular (control de factores de riesgo cardiovasculares
como dislipemias, control metabdlico, hipertension arterial, entre
otros)oe-68,

e Cavidad oral (disminucién de patégenos en la cavidad oral)®.

e Enfermedades neuroldgicas (sindrome de fatiga cronica, ansiedad,
estrés, depresidon, autismo, trastorno obsesivo compulsivo,
memoria, entre otros)”.

e Sistema genitourinario (infecciéon del tracto wurinario, VB,

vulvovaginitis candididsica (VC), tricomoniasis, VPH, entre otros).

v" Modulacién de nuestro sistema inmune al inducir la migraciéon de
macrofagos y mejorar su actividad de presentacion de antigeno a las
células B, contrarrestando la falta de respuesta inmune observada en la VB
que podria perpetuar la presencia de los patdégenos’. Ademads, ayudan a la

adaptacion del huésped a los antigenos alimentarios y la modulacion de
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las citoquinas’. Muchas especies probioticas han demostrado su potencial
antiinflamatorio extraintestinal como L. rhamnosus GG y GR-17. Estas
inducen a los macrdfagos para la liberacion del factor estimulante de
colonias granulociticas (G-CSF) que tiene la capacidad de inhibir el factor
de necrosis tumoral (TNF), liberado por algunas bacterias y macrofagos,

asi como la disminucion de las citoquinas proinflamatorias”.
2.5.4 Tiempo de administracion y persistencia de las cepas

La persistencia de las cepas administradas asi como el impacto en la
microbiota del huésped dura poco después del fin de su administracién, por lo
que en general se precisan tratamientos prolongados®. Hay pocos estudios que
estudien la permanencia de las cepas tiempo después de su administracion y la
duracion del tratamiento varia segtn la especie y ruta de entrada. Reid G et al”?en
el 2000, administraron L. rhamnosus GR-1y L. fermentum RC-14 (1x10°) via oral / 2
semanas, aislandose dichas cepas en vagina desde la primera semana. Ademas en
tres pacientes se estudid la presencia de las cepas en la semana 8 y 12 de
seguimiento con resultados positivos. El mismo equipo en el 20017, observaron la
persistencia de una microbiota vaginal normal en el 90% de las pacientes dos
semanas tras la finalizacion de un mes de tratamiento con las mismas cepas via
oral en comparacion con el grupo control. Vujic et al’*, emplea también GR-1 y
RC-14 (>1x10° UEC) via oral/ 12h/ 6 semanas, encontrando una normalizacion de
la microbiota vaginal en >60% de las pacientes al finalizar el tratamiento, efecto
que se mantuvo en >50% de las pacientes a las 12 semanas de seguimiento. En
resumen, las cepas L. rhamnosus GR-1y L. fermentum RC-14 (1x10°) administradas
via oral son eficaces con tratamientos de 2 semanas o0 mas y pueden persistir en

vagina entre 6-12 semanas después, dependiendo de la pauta.

Mezzasalma V et al”>, administraron dos combinaciones probidticas via
oral, consistentes en: Grupo 1, L. rhamnosus PBS070, L. plantarum PBS067,
Bifidobacterium animalis subspecie lactis PBS075; Grupo 2, L. acidophilus PBS066, L.
reuteri PBS072 (todas las cepas a 5x10° UFC/dia/2 semanas). Estas cepas se
detectaron en vagina desde la primera semana de tratamiento (con excepcion de

L. plantarum PBS067 que precis6 de dos semanas de tratamiento para su
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aislamiento en vagina de forma significativa) y una semana después de finalizar
el estudio”. Sin embargo, este ensayo fue realizado entre ciclos menstruales por lo
que los autores presentan la duda de si las cepas pueden persistir tras la

menstruacion?.

En cuanto al estudio de Strus et al®® mencionado previamente, se
administraron via oral las cepas Lactobacillus fermentum 57A, Lactobacillus
plantarum 57B y Lactobacillus gasseri 57C, detectdndose en vagina/recto a partir de
la semana 3 de su administracion y precisaron de una semana mas de tratamiento
para observar mejorias en la escala de Nugent. En este caso, bien sea por la dosis
(1x108 UFC en total/dia) o por las cepas empleadas, se requieren muchos dias para

alcanzar el efecto terapéutico deseado, por lo que no parece rentable su empleo.

Cabe destacar el estudio de Kaufmann U et al*, ya que es uno de los pocos
estudios realizados sobre el efecto de los probidticos orales en la microbiota de
neovaginas de mujeres transexuales. Los autores administraron L. crispatus
LbV88, L. rhamnosus LbV96, L. jensenii LbV116 y L. gasseri LbV150N (0,2-1 x10° de
cada cepa/ 7 dias) con resultados significativos al finalizar el tratamiento®. A
pesar de que en la muestra tomada dos semanas después no existieron diferencias
con el grupo placebo, se concluye que con una pauta de tratamiento muy corta se
puede aportar exdgenamente Lactobacillus a esta poblacion para prevenir

infecciones®s.

En cuanto a la via vaginal, en el estudio de Parent D et al”® se emplea un
régimen de administracion muy corto (Lactobacillus acidophilus 107 UFC + 0.03mg
de estriol + 600mg de lactosa/ 12-24h/ 6 dias), en el que los efectos del probiodtico
persisten en mas del 80% de las pacientes tres semanas después. Ehrstrom S et al”’
emplearon capsulas vaginales con Lactobacillus gasseri LN40, L. fermentum LN99, L.
casei subespecie rhamnosus LN113 y Pedicoco acidilactici LN23 (103-10'° UFC en
total/12h/5 dias) vs placebo tras el antimicrobiano””. Existieron tasas de curacién
elevadas con persistencia de al menos una de las cepas tras la primera
menstruacién en el 53% y, 6 meses después, aun fueron detectadas en el 9% de
estas pacientes”. En general, la cepa mas persistente fue LN40, y en segundo y

tercer lugar, LN99 y LN113 respectivamente”. Este estudio demuestra la eficacia
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y el potencial de permanencia de estas cepas en vagina hasta 6 meses con un
tratamiento corto de 5 dias via vaginal.

Sin embargo, la cepa administrada en el estudio de De Seta F et al”, no
resultd tan efectiva. Los autores emplearon L. plantarum P17630 via vaginal
(1x10%/dia/6 dias y semanalmente/4 semanas). Al cabo de uno y dos meses no se
observaron diferencias en relacion con el grupo placebo. A los tres meses, se
encontro un aumento de la poblacion lactobacilar vaginal en 80% de las pacientes,
pero solo una tendencia al beneficio en cuanto a la disminucidon de recurrencias

de VC en comparacion con el grupo placebo (12,5% vs 2,5%, p<0,095)78.

2.5.5 Dosificacion

No existe una dosis minima recomendada ya que varia ampliamente
dependiendo de la cepa y la via de administracion por lo que la dosificacion debe
basarse en ensayos clinicos en humanos con buenos resultados. En cuanto a la via
oral, Bohdot JM et al publicaron un articulo en el que se administraron capsulas
orales de L. casei rhamnosus LCR35 1x10% (Grupo A) o 2x10® UFC (Grupo B)/ dia
durante un mes a mujeres fértiles sanas. Observaron que en el 10% del Grupo A
frente al 40% del Grupo B tenian presente la cepa administrada en vagina”. Reid
G et al”®, ejecutaron otro estudio en mujeres sanas en las que se pautd el probiotico
oral L. rhamnosus GR-1 y L. fermentum RC-14 durante un mes, donde el Grupo A
contaba con 8x10% UFC/dia de ambos, Grupo B con 1,6x 10° UFC/dia, Grupo C
6x10°, mientras que el Grupo D (control) recibié 1x10'° de Lactobacillus rhamnosus
GG. Tras finalizar el tratamiento, se compararon las muestras vaginales con las
basales de cada grupo mediante escala Nugent”. Tanto el Grupo A como el C no
mostraron cambios significativos (p=0,611 y p=0,147), mientras que el Grupo B si
mostrd una mejoria significativa, pasando de 50% a 90% de muestras con
microbiota normal (p=0,017)”. El Grupo D no reporté6 ningun beneficio. Se
concluye que es necesario mas de 8x10® UFC/dosis de GR-1 y RC-14 cuando se

administran via oral para la normalizacién de la microbiota vaginal”.

Es importante tener en cuenta que estos resultados no se pueden
extrapolar a otras cepas u otras vias de administracién debido a las propiedades

inherentes de cada especie.
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2.5.6 Aspectos legales

La mayoria de los probidticos se encuentran a la venta como suplementos
dietéticos o ingredientes alimentarios que ofrecen beneficios para la salud en la
poblacion sana y que no estan sujetos a evaluacion por la FDAS!. Por tanto, no se
encuentran autorizados para su uso como prevencion o tratamiento de una
enfermedad, como es el caso de los farmacos probioticos®.

Existen muchos casos de incumplimiento del producto comercializado
conforme a su etiquetado, normalmente en relacion a la concentracion y al tipo de
microorganismo que contienen®5'. Mas no siempre es mejor. Los pacientes tienden
a centrar su seleccion de probidticos en el nimero y concentracion de especies
presentes cuando, a menudo, la interaccion entre estas especies no se ha
estudiado antes de la comercializacion del producto. Por tanto, las cepas deben
seleccionarse cuidadosamente de acuerdo con las propiedades que proporcionan

para un objetivo especifico.
2.5.7 Seguridad de los probidticos

En general, los probioticos contienen especies seguras catalogadas como
GRAS por la FDA. La ingesta de formulaciones probidticas con Lactobacillus y
Bifidobacterium presentan un riesgo infeccioso similar al de nuestras propias
bacterias, por lo que aunque es muy poco frecuente, estas pueden causar
infecciones en condiciones normales sin la ingesta de probidticos®#!. Por otro
lado, existen suplementos dietéticos basados en los géneros Bacillus, Clostridium,
Escherichia y Enteroccoccus cuya seguridad es controversial, ademas del riesgo de
la posible transmisidén de algunos genes a especies patogenas del huésped, por lo

que deben ser utilizadas con precaucion y solo en casos selectos®.

Existen algunos casos descritos en la literatura de Lactobacillus causantes
de infecciones graves. En la revisién de Cannon JP et al®> en 2004, se retnen 200
casos de infecciones asociadas a Lactobacillus en diferentes localizaciones, pero con
mayor frecuencia endocarditis y bacteriemias. Las especies predominantes fueron
L. casei y L. rhamnosus GG, mientras que la patologia subyacente mas comun

fueron los procesos oncoldgicos, la diabetes y los trasplantes de 6rganos®#2. En
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este estudio hacen referencia a que la mortalidad registrada en estos casos puede
estar atribuida a la patologia de base de los pacientes y no necesariamente al
proceso infeccioso®. En dicha revision solo existen 22 casos atribuidos a
microorganismos comensales vaginales a lo largo de 53 afos, lo que representa un
porcentaje extremadamente bajo de traspaso de estos microorganismo a otras
localizaciones con caracter de patdgenos!'®. Ademas, en aproximadamente un
40% de pacientes con bacteriemia se detectaron otros patdgenos concomitantes
ademas de Lactobacillus, observandose en general, una mortalidad en sujetos con
infecciones polimicrobianas del 43% vs 25% en las adjudicadas a un solo
microorganismo (p<0,004)2. Por ultimo, existi® un mayor porcentaje de
defunciones en los sujetos con bacteriemias que no recibieron el tratamiento
indicado (p<0,001)®2. Husni RN et al®, presenté una revision de 45 casos de
bacteriemias por Lactobacillus, de las cuales 60% eran polimicrobianas en pacientes
con patologias de base severa (neoplasias malignas, post-operatorios recientes,
diabetes, tratamientos inmunosupresores) y hospitalizacién de larga evolucion.
La mitad de ellos habian recibido previamente antibioterapia no efectiva contra
esta especie, hecho que pudiera haber seleccionado a los Lactobacillus®. Excepto en
un caso, el resto de las muertes fueron atribuidas a la patologia concomitante y no

a la bacteriemia por Lactobacillus®.

Ouwenhand et al®* obtuvieron cepas similares a L. rhamnosus GG
presentes en muestras sanguineas de pacientes con patologias asociadas
importantes y las compararon con las homologas presentes en probioticos.
Observaron que aunque no existian diferencias genéticas entre estas cepas, las
aisladas de muestras bioldgicas si presentaron variaciones fenotipicas que pueden
corresponder a factores potenciales de virulencia tales como fuerte adhesion

epitelial y liberacion de especies reactivas del oxigeno®:.

Pruccoli G et al®, realizaron un compendio de 15 casos pediatricos
relacionados con infecciones por Bifidobacterium, todos ellos con patologias
asociadas (prematuridad, enterocolitis necrotizante, procesos oncoldgicos, bajo
peso al nacimiento, entre otros) y muerte en solo un caso en el cual no hay

informacion sobre si existia toma de probioticos.
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Redman MG et al® realizan un meta-andlisis de probidticos
(Lactobacillus, Bifidobacterium, Saccharomyces boulardii, Bacillus) empleados en
pacientes oncologicos, donde reportan 5 casos de infecciones relacionadas con la
ingesta de estos tratamientos entre una muestra de 1500 pacientes y sin ninguna
muerte atribuida. Los autores concluyen que en general, se necesita mas evidencia

para ratificar el beneficio de los probidticos en esta poblacion de pacientes®.

Boyle RJ et al®, proponen una serie de criterios de riesgo de sepsis a
considerar antes de la prescripcion de farmacos probidticos si se cumple alguno
de los criterios mayores o mas de uno de los menores reflejados en la Tabla 3.
Estos criterios estan respaldados por otros articulos donde se afiade ademas
pacientes con nutricibn via parenteral, alteraciones hematoldgicas, post-

operatorios recientes y trasplantados (hepaticos principalmente)2858638,

Factores de riesgo asociados a sepsis por probioticos

Criterios mayores de Criterios menores de riesgo
riesgo
v Inmunodepresion. v' Alteracién de la integridad de la pared
v" Procesos oncoldgicos. intestinal como procesos inflamatorios,
v" Pacientes gravemente diarrea, entre otros.
enfermos. v Yeyunostomia.

<

v' Prematuros. Portadores de via central.

v" Probidticos que se adhieran fuertemente a
la mucosa intestinal o que presenten
propiedades patogénicas.

v' Antibioterapia de amplio espectro que
seleccione a las cepas del probidtico por
resistencia al mismo.

v" Alteracién valvular cardiaca.

Tabla 3. Factores de riesgo asociados a la sepsis por probioticos. Modificada de:
Boyle RJ et al®.
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En general, se pueden utilizar diversos antibioticos para el tratamiento
de las infecciones por Bifidobacterium siendo la penicilina el farmaco de eleccion®.
En cuanto al tratamiento de la patologia relacionada con Lactobacillus, Cannon JP
et al® recomiendan eritromicina, clindamicina o ampicilina mas gentamicina de
forma empirica, aunque la capacidad de este género para disminuir el pH del
entorno puede afectar la efectividad de los aminoglucdsidos y algunos
betalactamicos®2. Husni RN et al® sefialan que existe una sensibilidad total de los
Lactobacillus a ampicilina, oxaciclina, clindamicina, eritromicina, tetraciclinas,
cloranfenicol y 96% para penicilina. Dicha sensibilidad disminuye a un 60% para

gentamicina y cefazolina y un 27% para vancomicina®.
2.6 Prebiodticos y simbioticos

Segun la International Scientific Association for Probiotics and Prebiotics
(ISAPP)®, los prebidticos son “sustratos que son utilizados selectivamente por los
microorganismos del huésped, confiriéndole un beneficio para su salud”.
Representan elementos de la dieta no digeribles presentes en hortalizas, leche,
miel, legumbres, cereales, entre otros®. Estos tienen la capacidad de crear cambios

en la estructura y funcionamiento de la microbiota.

Entre los prebidticos mas frecuentes se encuentran la inulina, lactulosa,
oligosacaridos de la leche materna, galacto-oligosacaridos y oligofructosa’.
Actualmente existen formulaciones prebidticas disponibles para su
administracion oral o tépica incluyendo via vaginal, mayormente como productos
simbioticos. Los simbiodticos son formulaciones que contienen prebidticos y

probidticos, en el que el primero favorece al segundo de forma especifica®'.
Entre los principales beneficios que aportan los prebidticos se encuentran:

v' Favorecer el crecimiento y/o funciéon de un ntimero limitado de
bacterias de forma selectiva®.

v" Representan el sustrato de la microbiota. Existe ~una gran
variedad de microorganismos que se benefician de los prebidticos
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como el género Bifidobacterium, Lactobacillus, Eubacterium, Roseburia,
entre otros®.

v' Contribuir en la formaciéon de acidos grados de cadena corta
necesarios para la funcion de las células del epitelio gastrointestinal,
hecho que puede repercutir en otros organos®.

v' Aumentar la absorcién de calcio, magnesio y hierro®.

v' Estimular el sistema inmune mediante su influencia sobre las
citoquinas y la sintesis de IgA”.

v' Acelerar el transito gastrointestinal mediante el incremento de la
masa fecal®.

v' Dificultar la unién de los patogenos a la pared intestinal y vaginal®'.

Para su empleo via vaginal, se requieren prebidticos que actien
rapidamente debido a su corta vida media a este nivel®2. Ademas, se necesita una
adecuada composicién basal de la microbiota del huésped para conseguir el
efecto deseado con la administracion de prebidticos®. Por esta razon, los
resultados en los estudios con prebiodticos pueden presentar una gran variabilidad

interindividual en cuanto a su eficacia®.

Para su efecto a nivel intestinal, los prebidticos deben ser administrados
Unicamente en la dosis necesaria para conseguir el efecto terapéutico deseado ya
que su exceso puede causar efectos adversos como el meteorismo y la diarrea® .
Algunos estudios recomiendan 10 g/dia de galacto-oligosacaridos en la edad
adulta y %4 de esta dosis en poblacion mayor para potenciar las Bifidobacterias

intestinales ya que se parte de una concentracion bacteriana mas reducida®.

Actualmente, existen pocos ensayos dirigidos a analizar el impacto de los
prebidticos como coadyuvante de los antimicrobianos en el tratamiento de las
disbiosis vaginales y su empleo en la restauracion de la microbiota vaginal a largo
plazo. En un reciente estudio in vitro de Collins et al®?, se expusieron diferentes
especies de Lactobacillus y microorganismos causantes de vaginosis bacteriana
(Gardnerella, Atopobium, Prevotella y Mobiluncus) a los prebioticos lactitol, lactulosa,
rafinosa y oligofructosa. Se observd que la lactulosa era el prebiotico que mas
beneficiaba las colonias de Lactobacillus crispatus ATCC 33820T, L. vaginalis NCFB
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2810, L. gasseri ATCC 33323T, L. jensenii RC28 y resultaba perjudicial para Candida
y Atopobium®?. La lactulosa promueve la formacion de &cido lactico y la
acidificacion del pH, esencial para la inhibicion de microorganismos patogenos
vaginales®. El efecto sobre L. crispatus fue el mas destacado debido a que no era
cepa-dependiente por lo que potencialmente beneficiaria a todas las de su
especie®?. No se observd un beneficio para L. iners excepto por la reduccion del
pH”. En cuanto a los otros prebidticos empleados, el lactilol aumentd la
concentracion lactobacilar pero no contribuy6 a la acidificacién del medio®. La
rafinosa y oligofructosa inhibieron a L. iners y tampoco beneficiaron a las otras
especies de Lactobacillus. Ademas, este tipo de prebidticos tiene la capacidad de
estimular el crecimiento de patéogenos como Trichomonas y Candida
respectivamente®2. Sin embargo, en este estudio solo se ha probado su efecto sobre
unas cepas seleccionadas y existen estudios con otros oligosacaridos que si han
resultado beneficiosos. Rousseau V et al¥, realizaron un estudio in vitro donde
seleccionaron las cepas L. vaginalis BLL 9901, L. crispatus BLL 2008 y L. jensenii
BLL 2108 de muestras vaginales por sus propiedades antagonicas frente a
patogenos como la produccion de 4acido lactico, perdxido de hidrogeno,
competicion por sustratos como arginina (Gnicamente BLL 2108), capacidad de
colonizar el epitelio vaginal, entre otras. Todas las cepas presentaron antagonismo
contra Escherichia coli (CIP 548T), Neisseria gonorrhoeae, Prevotella intermedia (CIP
103607T), Gardnerella wvaginalis (CIP 7074T), Corynebacterium seminale 'y
Peptostreptococcus anaerobius (AIP 10102T)%. Debido a que Candida albicans suele
ser resistente al pH &acido y al peroxido de hidrégeno que generan muchos
Lactobacillus, solo L. jensenii BLL 2108 present6 una oposicion importante a la cepa
de Candida ATCC2091¥. Posteriormente, las cepas patdgenas y Lactobacillus
seleccionados fueron expuestos a formulaciones prebidticas con oligosacaridos
DP3 (Grado de polimerizaciéon 3) de FOS Actilight” y los gluco-oligosacaridos a-
1,6/a-1,4, beneficiando a los segundos sin promover el crecimiento de las

primeras?.

En cuanto a los estudios en humanos, Coste I et al’! realizaron un ensayo
clinico en 42 mujeres premenopausicas con VB a las que se les pauta un
tratamiento oral con metronidazol 7 dias, y posteriormente, se administra via

vaginal una formulaciéon prebiotica con gluco-oligosacdridos alfa (300 mg) y el
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extracto de la planta trifolium pratense al 2% por 16 dias vs placebo. En el dia 8 y 16
se observo normalidad en la microbitota vaginal segin escala de Nugent en todas
las pacientes del grupo prebidtico®’. Sin embargo en el grupo placebo se observo
un 33% y 24% de pacientes con Nugent patologico en el dia 8 y 16
respectivamente®’. Tester R et al®, emplearon otro prebidtico en mujeres con
vulvovaginitis por Candida albicans a las que se les administré un tratamiento con
nistatina vaginal 500.000 UI/ 8h/ 7dias, y posteriormente, Glucomanano
hidrolizado konjac (GMH) 200mg bisemanal/30 dias vs placebo. El tratamiento
prebidtico resultd efectivo en mejorar la microbiota vaginal, aumentar la
poblacion bacteriana y bloquear a Candida albicans segun el estudio microscopico
de las muestras. Ademas, este compuesto tiene la capacidad de inhibir la unién
de microorganismos patdgenos a las células epiteliales, activar la respuesta

inmune local y regenerar el colageno®.

En relacién a los estudios con simbidticos publicados hasta el momento,
podemos destacar el de Parent D et al”® (comentado en detalle en el apartado 2.7.1
Vaginosis bacteriana), donde se emplea de forma exitosa un régimen de
tratamiento vaginal con Lactobacillus acidophilus + 0.03mg de estriol + 600mg de
lactosa/ 12-24h/ 6 dias a 32 mujeres premenopausicas con VB. En este caso, la

lactosa sirve de sustrato para las colonias lactobacilares administradas’.

En el apartado 2.7.2 Vulvovaginitis candididsica, se hace referencia al
estudio de Ehrstrom S et al”” donde a pacientes con VB y/o VC se les paut6é un
tratamiento via vaginal con clindamicina évulos 100mg/3 dias y/o clotrimazol
ovulos de 200mg/3 dias. Posteriormente, se administraron cdpsulas con
Lactobacillus gasseri LN40, L. fermentum LN99, L. casei subespecie rhamnosus LN113,
Pedicoccus acidilactici LN23 / 12h/ 5 dias y el prebidtico maltodextrina con buenos
resultados, teniendo en cuenta el corto periodo de tratamiento. Este compuesto
prebidtico proviene de la hidrolisis del almidon y forma parte de muchas

formulaciones simbidticas comercializadas actualmente.

Para finalizar, se necesitan mas estudios con formulaciones via oral y via
vaginal para determinar exactamente qué prebidtico es el mas indicado para

estimular cada especie lactobacilar y su aplicacion en la prevencion y tratamiento
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de las disbiosis vaginales como coadyuvante de los antimicrobianos. Para ello es
necesario concretar la dosis y la combinacion simbiotica adecuada para cada fin

con el objetivo de restaurar el ecosistema vaginal.

2.7 Infecciones vaginales y microbiota

2.7.1 Vaginosis bacteriana

La VB representa la infeccion vaginal mds frecuente en mujeres
premenopdusicas, caracterizada por la disminuciéon de la poblacion de
Lactobacillus y aumento de otras bacterias anaerdbicas como Gardnerella vaginalis,
Bacteroidetes, Acinetobacteria, Prevotella, Mobiluncus, Mycoplasma hominis, entre
otras®?”. Se caracteriza por leucorrea blanquecina o grisdcea maloliente y prurito

menos frecuentemente.

El diagnostico se realiza mediante la
presencia de los 3 criterios clinicos de Amsel®,
tincion de Gram y escala Nugent” (no toma en
cuenta la presencia de otras especies) y examen
microscopico en fresco (presencia de “clue cells”
(Figura 6), pocos Lactobacillus y leucocitos)”, (Tabla
4).

Figura 6. Clue cells en VB.

El tratamiento habitual en pacientes sintomaticas es con metronidazol o
clindamicina vaginal u oral, pero cuenta con un alto porcentaje de recurrencias
(Tabla 5). Una de las principales causas de las recaidas tras el tratamiento
antimicrobiano es la formacion de biofilms adheridos a las paredes vaginales,
compuestos principalmente por Gardnerella wvaginalis, Lactobacillus y otras
bacterias, que impide la correcta penetrancia del tratamiento®. Existen estudios
con ambos medicamentos donde se evidencia la ausencia de riesgo durante la
gestacion'®10.  Algunos autores recomiendan la administraciéon oral en el

embarazo (aunque a dosis mas bajas) por su potencial beneficio en la prevencion
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de la corioamnionitis”. Sin embargo, estos farmacos no estan exentos de riesgos,
sobre todo con la administracion oral. Ambos pueden causar reacciones alérgicas,
problemas gastrointestinales, candidiasis tras antibioterapia, y ademas, el

metronidazol puede causar sabor metdlico y efecto antabus con la ingesta de

bebidas alcohdlicas.

Criterios clinicos de

Criterios cito-morfologicos

Amsel Escala de Nugent
Presencia de 3 o mas de los Puntuacién Lactobacillus Gardnerella | Mobilincus
siguientes: Bacteroides
0 4+ 0 0
-Flujo patolégico (leucorrea 1 3+ 1+ 1+ 0 2+
homogénea, no inflamatoria que | 2 2+ 2+ 3+ 0 4+
se adhiere a paredes vaginales). | 3 1+ 34
4 0 4+

-Olor a pescado con o sin la
adicion de hidréxido de potasio

10% (prueba de aminas).

-pH vaginal >4.5.

-“Clue cells” (células epiteliales

vaginales rodeadas de

microorganismos patoégenos).

Se realiza extensién de flujo vaginal con tincién de Gram y se
punttia segtin la cantidad de cada microorganismo presente
con objetivo de inmersion x1000 de la siguiente manera:

0= Ningtn microorganismo presente

1= <1 microorganismo/campo

2=1-4 microorganismos/campo

3= 5-30 microorganismos/campo

4=>30 microorganismos/campo

-Vaginosis bacteriana = > 7 puntos.
Puntuacion total | -Microbiota intermedia = 4-6 puntos.

-Microbiota normal = 0-3 puntos.

Tabla 4. Criterios diagndsticos de Amsel y escala de Nugent para el diagndstico

de la vaginosis bacteriana®*.
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Principio activo Via de administracion y posologia
Metronidazol VO 500mg/ 12h / 7 dias.
VV gel 0,75%/ 24h/ 5 dias
Clindamicina VV Crema 2% 1 aplicacion/ 24h/ 7 dias
VV Ovulos 100 mg / 24h/ 3 dias.
VO 300 mg/ 12 h /7 dias.
Tinidazol* VO 2g /24h /2 dias o 1g/ 24h/ 5 dias.
Cloruro de decualinio VV Comprimidos 10mg/24h/6 dias.

Tabla 5. Regimenes de tratamiento recomendados para la vaginosis bacteriana'®

104 'VV: Via vaginal, VO: Via oral. *No durante el embarazo.

Otra opcidn terapéutica ademas de los antibidticos es el cloruro de
decualinio, un tratamiento de amplio espectro contra bacterias, hongos y
protozoos. Su mecanismo de accidén es aumentar la permeabilidad de la pared de
estos microorganismos con el consiguiente fracaso de su actividad enzimatica'®.
No se han evidenciado resistencias hasta el momento!®. En un estudio realizado
por Weissenbacher ER et al'®, se comprueba una eficacia equiparable a la
clindamicina vaginal. La absorcion sistémica es minima y actualmente es el
tratamiento de eleccion durante el embarazo!®. En una revision realizada por
Mendling W et al'®, se incluyeron a 181 gestantes en las cuales se empleo este
tratamiento con éxito sin encontrarse ningun efecto patologico sobre la gestacion

ni el feto.

En el tratamiento de las VB, también se han utilizado probioticos tras la
administracién de antimicrobianos observandose una potenciacion de su efecto, y
en ocasiones, resultados superiores con la administracion Unicamente de
probidticos (Tabla 6).

Parent D et al’%, propusieron un régimen de tratamiento vaginal con
Lactobacillus acidophilus (107 UFC) + 0.03mg de estriol + 600mg de lactosa/ 12-24h/ 6
dias vs placebo a 32 mujeres premenopatsicas con VB, 8 de ellas gestantes. El dia
14 y 28 de seguimiento la tasa de curacién del grupo de tratamiento fue del 77%
vs 25% en el grupo placebo y del 88% vs 22% respectivamente, determinado

mediante los criterios de Amsel y tincion de Gram’. La adicién del estriol
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estimula la disponibilidad del glucdgeno del epitelio vaginal para la acidificacion
del medio y la lactosa sirve de sustrato para las colonias lactobacilares
administradas”.

Martinez RCR et al en 2009%, realizaron un estudio para el tratamiento de
la VB con tinidazol 2g dosis tmnica, y posteriormente, L. rhamnosus GR-1 + L. reuteri
RC-14 (1x10° cada uno/ 12h) o placebo por 4 semanas, ambos via oral. Se
estudiaron las muestras vaginales mediante los criterios de Amsel y escala de
Nugent®. Se observ6 una curacion del 87% en el grupo probidtico vs 50% en el
grupo placebo. Macklaim JM et al en 2015%, encontraron resultados similares al
administrar el mismo tratamiento a mujeres con VB por 28 dias, y posteriormente,
analizar su microbiota mediante la secuenciacion del gen 16S rARN. El estudio
mostré una microbiota vaginal normal dominada por Lactobacillus en el 74% de
los casos del grupo probidtico vs 35% del grupo placebo®. Sin embargo, las
especies encontradas con mayor frecuencia no fueron las administradas, sino L.
iners y L. crispatus, aumentando su concentracion con respecto a la muestra basal
y disminuyendo los microorganismos patogenos>.

Anukan KC et al en 2006%, realizan un estudio en pacientes con VB a las
que se les pauta un tratamiento via vaginal con metronidazol 0.75% gel/12h vs
capsulas vaginales de L. rhamnosus GR-1 + L. Reuteri RC-14 (1x10° cada uno/12h),
ambos por 5 dias. Las muestras estudiadas segun la escala de Nugent, test de
KOH (hidréxido de potasio) y test de sialidasa con BV Blue test (enzima presente
en bacterias anaerdbicas Gram negativas y en otros patégenos), muestran un 90%
de curacion de la VB en el grupo de probidticos vaginales vs 55% en el grupo de
metronidazol el dia 30 de seguimiento®. Estos autores en 2006%, realizaron otro
estudio similar pero administrando metronidazol 500mg/ 12h/ 7 dias via oral a
todas las pacientes, ademds de la misma formulacién probiotica via oral vs
placebo por 1 mes a 106 mujeres de raza africana con VB. El grupo de probidticos
presentd un 88% de curacion vs 40% en el grupo placebo, determinado mediante
la escala de Nugent, test de sialidasa y la sintomatologia presente®. Ademas, se
obtuvo un recuento lactobacilar superior a 10° mediante cultivo en 96% del grupo
probiotico vs 53% del grupo placebo.

Vujic et al”™, presentaron un estudio con el probiotico L. rhamnosus GR-1 +
L. Reuteri RC-14 (>1x10° UFC) via oral/ 12h/ 6 semanas vs placebo para el
tratamiento de VB, VC y tricomoniasis en 544 mujeres. Para el estudio de las
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muestras se emplearon los criterios de Amsel, escala de Nugent y cultivo de
Lactobacillus. De las 395 pacientes asignadas al grupo probidtico, en un 61.5% se
observd normalizacion de la microbiota vaginal vs en el 26.9% del grupo placebo
al finalizar el tratamiento. En la semana 12 de seguimiento, la microbiota vaginal
del grupo probiotico se mantuvo normal en la mitad de las pacientes vs en 1/5 de
las pacientes del grupo placebo.

Ehrstrom S et al”, publicaron un estudio donde administraron
clindamicina Ovulos vaginales 100mg/3 dias a todas las pacientes vy,
posteriormente, una formulacidon probiotica vaginal (Lactobacillus gasseri LN40, L.
fermentum LN99, L. casei subespecie rhamnosus LN113 y Pedicoccus acidilactici
LN23) por 5 dias vs placebo a mujeres con VB obteniendo buenos resultados,
como se explica en el apartado 2.7.2 Vulvovaginitis candidiasica.

Laue C et al en 2018'%, presentaron un trabajo en 36 mujeres pre y
postmenopausicas con VB en el que emplearon metronidazol oral 500mg/ 12h/ 7
dias, y posteriormente, una bebida de yogurt/ 12h/ 4 semanas con L. rhamnosus
LbV96, L. crispatus LbV 88, L. gasseri LbV 150N y L. jensennii LbV 116 a una
concentracion de 1x10” UFC de cada especie/ml, ademas de L. delbrueckii
subespecie bulgaricus y Streptococcus thermophilus ya presentes en la bebida vs
placebo (leche acidificada sin bacterias). Tras finalizar el tratamiento, se observd
una curacion mediante criterios de Amsel del 100% en el grupo probidtico vs
35.3% en el grupo placebo'®. Esta es la tasa de curacion mas alta obtenida hasta el
momento, hecho que es atribuido por los autores a que se han empleado las
especies mas frecuentemente aisladas en la microbiota vaginal'®. Estudios
similares con otras cepas como el de Martinez RCR et al®® reportan una tasa de
curacion del 87%. Debido al disefio del estudio, no se determind cuales de las
especies fueron las mas detectadas en vagina tras su administracién oral'.
Ademas, también se desconoce si los resultados del estudio se debieron a la
presencia de las otras dos especies ya presentes en el yogurt (L. delbrueckii
subespecie bulgaricus y Streptococcus thermophilus) o a los Lactobacillus afiadidos,
tomando en cuenta que al grupo placebo se le administré leche carente de

bacterias.

En el trabajo de Anukan KC et al®*, se demuestra que formulaciones

probidticas como L. rhamnosus GR-1 + L. reuteri RC-14 via vaginal no solo son
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equiparables al empleo de antimicrobianos, sino que ademads, pueden ser
superiores a estos en el tratamiento de las VB con un régimen de tratamiento
corto. Ademas, en el ensayo de Vujic et al”* se observo la eficacia del mismo
probidtico, en este caso via oral, vs placebo en el restablecimiento de la microbiota
vaginal tras distintos tipos de infecciones vaginales de forma prolongada en el
tiempo. El hecho de que este probidtico haya sido el mas ampliamente estudiado
tanto via oral como vaginal para el tratamiento de distintas afecciones vaginales,
no implica que se puedan generalizar sus propiedades farmacoldgicas a todas las
cepas de la misma especie ni que sea la formulacidon probidtica mas adecuada en
todos los casos. Por ultimo, a pesar de que en todas las publicaciones
mencionadas los resultados fueron positivos, se necesitan mas estudios
randomizados, doble-ciego, controlados con placebo y comparativos de
antimicrobianos vs probidticos para valorarlos como una alternativa de
tratamiento y prevencion eficaz contra las VB. En futuros estudios, es
recomendable el andlisis de las muestras mediante técnicas de secuenciacion
masiva en grupos grandes de pacientes y concretar las cepas lactobacilares y dosis

mas iddneas para las VB.



CAPITULO II: REVISION BIBLIOGRAFICA

87

Estudio

Regimenes terapéuticos

Parent D et al en 199676

VV' Lactobacillus acidophilus (107 UFC) + 0.03mg de
estriol + 600mg de lactosa/ 12-24h/ 6 dias.

Anukan KCetalen | VV metronidazol 0.75% gel + L. rhamnosus GR-1 + L.
20065¢ reuteri RC-14 1x10° cada uno/12h/5 dias.

Anukan KCetalen | VO metronidazol 500mg/ 12h/ 7 dias + L. rhamnosus
200653 GR-1 + L. reuteri RC-14 1x10° cada uno /12h/4 semanas.

Ehrstrom S et al en

VV clindamicina 6vulos 100mg/3 dias y/o clotrimazol

201077* 6vulos de 200mg/3 dias + Lactobacillus gasseri LN40, L.
fermentum LN99, L. casei subespecie rhamnosus LN113 y
Pedicoccus acidilactici LN23 (10810 UFC en total/12h/5
dias) + maltodextrina.
Martinez RCR etalen | VO tinidazol 2g + L. rhamnosus GR-1 + L. reuteri RC-14
2009% 1x10° cada uno /12h/4 semanas.
Macklaim JM et al en
2015
Vujic et al en 20137#** | VO L. rhamnosus GR-1 + L. reuteri RC-14 1x10° / 12h/ 6
semanas.
Laue Cetal en 20181% | VO metronidazol oral 500mg/ 12h/ 7 dias + bebida de

yogurt con L. rhamnosus LbV96, L. crispatus LbV 88, L.
gasseri LbV 150N, L. jensennii LbV 116 1x107 UFC de
cada especie/ml, ademds de L. delbrueckii subespecie
bulgaricus 'y Streptococcus thermophilus.

Tabla 6. Estudios con probioticos para el tratamiento de la vaginosis bacteriana.
VO: Via oral, VV: Via vaginal. *Estudio realizado en VB y VC. **Estudio realizado en

VB, VC, tricomoniasis.
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2.7.2 Vulvovagintis candidiasica

La VC es la segunda infeccion mas frecuente del tracto genital femenino.
Esta causada por una alteracion en la homeostasis e inmunidad del ecosistema
vaginal sin que ello implique disminucion de Lactobacillus'’1%. Existen estudios
donde no se han encontrado diferencias entre la poblacion lactobacilar de mujeres

sanas y aquellas con candidiasis'®.

Entre los principales factores predisponentes para la VC se encuentra la
inmunodepresion, diabetes mellitus mal controlada, antibioterapia de amplio
espectro, aumento de estrégenos (embarazo, anticoncepcion hormonal de alta
dosis y terapia hormonal sustitutiva), practicas sexuales, duchas vaginales, entre
otros.

El agente causal es Candida albicans en aproximadamente el 90% de los
casos y se encuentra presente como comensal en muchas mujeres asintomaticas
premenopausicas'’®’. En el 10% restante la infeccion es causada por otras
especies como Candida glabrata (70% de los casos), Candida parapsilosis, Candida
krusei, Candida tropicalis, entre otras'®. Holland ] et al'' presentaron un estudio en
el que se incluyeron mas de 1200 pacientes con aislamiento de hongos en cultivo,
en el que no se observaron diferencias entre Candida albicans y C. glabrata en
cuanto a embarazo, diabetes mellitus y presencia de otros patdgenos. Si existieron
diferencias en la edad de las pacientes, siendo algo mayores las que presentaban
Candida glabrata vs Candida albicans (43 anos vs 33 anos) !1°.

Los sintomas y signos mas frecuentes de esta afeccion son prurito,
sensacion de quemazon, dolor, eritema local y flujo vaginal blanquecino espeso.
El diagnostico se realiza mediante el examen microscopico en fresco o con KOH y
si negativo se debe realizar cultivo vaginal'™!"2. El pH permanece acido
habitualmente!'.

Se catalogan de VC complicada aquellas que cuentan con alguna de las
siguientes caracteristicas!'*:
v Recidivantes (4 o mas episodios/ano).

v" Sintomas/hallazgos severos.
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v" Factores de riesgo como diabetes, inmunosupresién, embarazo, patologia
de base grave, entre otros.
v" Causada por Candida no albicans.

En cuanto al tratamiento de la vulvovaginitis candididsica no complicada
en mujeres sintomaticas se recomiendan imidazoles topicos como clotrimazol y
miconazol o con triazoles orales como fluconazol e itraconazol en dosis tinica o
regimenes de tratamiento muy cortos'™!2113, En la candidiasis recidivante, en
general se recomienda un tratamiento de induccion tdpico prolongado por 1-2
semanas u oral como el fluconazol oral/72h/3 dias'>!®. Como terapia de
mantenimiento se recomienda fluconazol 150mg/semana/6 meses o clotrimazol
500mg comprimidos vaginales/semana'?!3, La Tabla 7 ilustra las
recomendaciones de las guias SEGO (Sociedad Espanola de Ginecologia y
Obstetricia), AEPCC (Asociacion Espariola de Patologia Cervical y Colposcopia),
IUSTI (International Union against Sexually Transmitted Infections) y la CDC

(Centers for Disease Control and Prevention).

Las especies de Candida no albicans suelen ser resistentes al tratamiento
habitual con azoles probablemente por la automedicacidon indiscriminada con
antifiingicos de corta duracién o por tratamientos largos profildcticos con bajas
dosis de fluconazol en el que prolifera Candida glabrata’. En general se
recomiendan azoles excepto fluconazol con tratamientos mas prolongados orales
o tépicos” 13114 También se puede emplear amfotericina B vaginal
50mg/24h/14dias">1%5, cido borico vaginal 600 mg/24h/14 dias!!2113116 o flucitosina
crema/24h/14 dias'416,  Hetticarachchi N et al''’, realizaron una revision
restrospectiva de las pacientes con vulvovaginitis por Candida no-albicans tratadas
con anfotericina 100mg y flucitosina 1g via vaginal/14 dias tras fracaso del
tratamiento con los azoles habituales. Obtuvieron 100% de cultivos negativos
para la especie de Candida no-albicans detectada inicialmente y en 11% se aislo
Candida albicans de forma sintomatica tras las 4 semanas de seguimiento!’. El
unico inconveniente de este tratamiento es que debe ser administrado en menos

de dos dias tras la produccién del tratamiento y fuera del periodo menstrual”.
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Vulvovaginitis candidiasica no

complicada

Vulvovaginitis candidiasica

recidivante

Via vaginal

-Clotrimazol comprimido vaginal 500 mg
dosis tnica, 100mg/12-24h por 3-7 dias o
200mg/24h/3dias!'>1021%4, Crema vaginal
1-2% 5g/24h/7-14 dias'02112113,
-Miconazol 6vulo vaginal 1200 mg dosis
tnica o 200-400 mg/24h/3dias!04112113,
Miconazol crema 2% 5g/24h/7-
14dias!®>13,

-Econazol 6vulo vaginal 150 mg/dosis
Unical®!2 o por 3 dias'>112,
-Fenticonazol 6vulo vaginal 200mg/24h/
3dias o 600mg dosis tinica'®?> o crema 2%
5g/24h/7dias!2.

Via vaginal

-Clotrimazol 500 mg/semana/2
semanas” 122, Mantenimiento
500mg/semana/6-12m®102112,
-Fenticonazol 600mg/24h/3d1ias.
Mantenimiento 600mg/semana/

5-12meses'o2,

Via oral

-Fluconazol 150mg/dosis tinica #102104113,
-Itraconazol 200mg/12h/1 dia 7102104 o
100mg/12h/3dias!®2112,

Via oral

- Fluconazol 150mg /72h/3

dosis?” 102104113 Mantenimiento
150mg/semana/6 meses®” 102112,
-Itraconazol 200mg/24h/10dias'?? o
200mg/12h/3dias®”. Mantenimiento
100-200mg/24h/6-12m'? 0 200mg/

semana/6 meses?’.

Tabla 7. Regimenes de tratamiento antifiingico para vulvovaginitis candididsica

no complicada y recidivante.

Como fue observado en el estudio de Sobel JD et al''®, a pesar del
tratamiento inicial con fluconazol 150mg/72h/3dosis, y posteriormente, pauta de
mantenimiento semanal por 6 meses vs placebo, el 57% de las pacientes tuvieron
recidivas al cabo de un ano vs 78% en el grupo placebo. En este estudio no se
observaron resistencias al tratamiento antifiingico ni presencia de especies de

Candida no-albicans"8. Por lo tanto, se precisan de nuevas alternativas terapéuticas
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efectivas y seguras para evitar estos episodios como pueden ser los probidticos
(Tabla 8).

Los lactobacillus presentes en la microbiota vaginal cuentan con diversas
herramientas de defensa contra Candida albicans. En primer lugar, estd
demostrada la coagregacion de L. gasseri, L. jensenii y L. acidophilus con Candida
albicans y la inhibicion de la union de esta a las células epiteliales vaginales por
parte de Lactobacillus acidophilus®. Ademads, algunas cepas como Lactobacillus
fermentum RC-14 (renombrada como L. Reuteri RC-1477) evita la unién de Candida
albicans y otros patdgenos mediante la producciéon de biosurfactantes'?. Martinez
RCR et al?!, presentaron un estudio in vitro donde observaron restriccion de la
proliferacion de Candida albicans 3153a (2x10* UFC/ml) tras agregar la cepa
Lactobacillus reuteri RC-14 y en co-cultivo con Lactobacillus rhamnosus GR-1 (1x107
UFC/ml), posiblemente por competicion de sustratos y la inhibicién en la
formacion de sus biofilms''. Otro estudio realizado en 64 mujeres sanas mostroé la
eficacia de GR-1 y RC-14 en la disminucion de hongos vaginales (sin especificar
tipo) tras la administracion de estas cepas via oral (1x10° UFC de cada cepa) desde

el dia 28 de tratamientos2.

Actualmente en la literatura, existen otras formulaciones probidticas
administradas via oral y vaginal con muy buenos resultados. Vladareanu R et al
en 201822, presenta un ensayo con una muestra de 93 mujeres con historia de VC
recurrente en el que se administraron cdpsulas orales de L. plantarum P17630
(5x10° UFC/capsula) vs placebo durante 3 rondas de 15 dias de
tratamiento/descanso. Observaron un aumento significativo en la poblaciéon de
Lactobacillus vaginales determinado por escala de Nugent y Grado Lactobacilar
desde el dia 45 de seguimiento y mejoria de los sintomas asociados a la
vulvovaginitis en comparacion con grupo placebo'??. En el estudio de De Seta F et
al’®, emplearon este mismo probidtico via vaginal con buenos resultados.
Inicialmente, se traté a 89 mujeres con VC con clotrimazol crema vaginal al 2%
por 3 dias y, a continuacion, en el grupo probidtico se inicid la administracion de
L. plantarum P17630 (1x10%/capsula/6 dias y semanalmente/4 semanas) vs grupo
placebo (cdpsulas lubricantes). A pesar de que en la visita basal el grupo

probidtico contaba con un menor recuento de Lactobacillus en comparacion con el
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grupo lubricante, a los 3 meses se observd un aumento de la poblacion
lactobacilar vaginal (tincion Gram con 5-30 células/campo) en 80% de las
pacientes del grupo probiotico vs 40% del grupo lubricante. Ademas el grupo
probidtico presentd mejoria significativa de los sintomas de vulvovaginitis (90%
vs 67%)78. No existieron diferencias en cuanto al porcentaje de recurrencias a los 3
meses (12.5% grupo lubricante vs 2.5% grupo probidtico), pero si se observé un
pH>5 en el 20% del grupo control vs 0% en el grupo probidtico de forma
significativa’®.

Ehrstrom S et al”” llevaron a cabo un estudio en pacientes con VB (n=39),
VC (n=45), ambas patologias (n=11) a las que se les administra el tratamiento
antimicribiano habitual (clindamicina 6vulos vaginales 100mg/3 dias y/o
clotrimazol évulos de 200mg/3 dias). Posteriormente, las pacientes asignadas al
grupo probiotico (n=60) reciben cdpsulas vaginales con Lactobacillus gasseri LN40,
L. fermentum LN99, L. casei subespecie rhamnosus LN113 y Pedicoccus acidilactici
LN23 (10%10" UFC en total/12h/5 dias) vs grupo placebo (n=35)"7. Se toman
muestras vaginales en visita 1 (basal), visita 2 (48-72h tras finalizar el
tratamiento), visita 3 y 4 (tras las dos primeras menstruaciones) y visita 5 (a los 6
meses)”. Se analizaron mediante cultivo, deteccion de especies con 16S rADN y
de cepas por Random Amplification of Polymorphic DNA (RAPD) 7. Las cepas
mencionadas demostraron su antagonismo in vitro contra Candida albicans, y las 3
ultimas, contra Escherichia coli, Enterobacter cloacae, Streptococcus agalactie y
Staphilococcus aureus”. Existieron tasas de curacién en la visita 2 del 93% en el
grupo probiodtico vs 83% en grupo placebo”. Ademas las cepas probioticas fueron
aisladas en vagina en la visita 2 en casi el 90%, en la visita 3 se encontr6 al menos
una de las cepas en el 53% y en la visita 5 se detectaron en casi el 9% de las
pacientes”. Pedicoccus acidilactici LN23 se empled principalmente por su
capacidad de acidificar el pH rdpidamente y permitir asi la proliferacion de los
Lactobacillus, desapareciendo LN23 posteriormente”. Este estudio demuestra la
eficacia y el potencial de permanencia de estas cepas en vagina hasta 6 meses con
un tratamiento corto de 5 dias via vaginal.

Se necesitan mds estudios controlados empleando distintas especies
probidticas via oral y vaginal, de forma prolongada para el tratamiento y

prevencion de VC. De esta manera, podremos observar su efecto sobre el
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porcentaje de recurrencias de VC que suele ser uno de los principales problemas
que existen hoy en dia con los antifingicos habituales.

Reid G et al en 200362 VO Lactobacillus reuteri RC-14 + Lactobacillus rhamnosus GR-1
(1x10° UEC de cada cepa/60 dias, profilactico).

Ehrstrom S et al en VV clindamicina 6vulos 100mg/3 dias y/o clotrimazol 6vulos

2010 77* de 200mg/3 dias + Lactobacillus gasseri LN40, L. fermentum
LN99, L. casei subespecie rhamnosus LN113 y Pedicoccus
acidilactici LN23 (10810 UFC en total/12h/5 dias) +
maltodextrina.

Vujicetal en 2013 7#** | VO L. rhamnosus GR-1 + L. reuteri RC-14 1x10° / 12h/ 6

semanas.

De Seta F etalen 20147 | VV clotrimazol crema vaginal al 2%/3 dias + L. plantarum

P17630 (1x108/capsula/6 dias y semanalmente/4 semanas).

Vladareanu R et al en VO L. plantarum P17630 (5x10° UFC/capsula) 3 rondas de 15

201812 dias de tratamiento/descanso (profilactico).

Tabla 8. Estudios con probioticos para el tratamiento y prevencion de la vaginitis
candididsica. VO: Via oral, VV: Via vaginal. *Estudio realizado en VB y VC.

**Estudio realizado en VB, VC, tricomoniasis.

2.7.3 Tricomoniasis

La tricomoniasis vaginal representa la
infeccion de transmision sexual no virica mas
frecuente” y estd causada por un parasito
anaerobio, Trichomonas vaginalis. Se trata de una
infecciéon habitualmente asintomatica® que
puede persistir mucho tiempo. Cuando es
sintomadtica se puede observar flujo vaginal

abundante amarillento, espumoso y maloliente
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con prurito, eritema local, disuria, aspecto colposcopico de cérvix en fresa, entre

otros.

El diagndstico se realiza mediante la observacion del parasito al examen
microscopico, cultivo o pruebas de ampliacion de acidos nucleicos'®. Ademas, es
recomendable realizar screening de otras infecciones de transmision sexual por su

frecuente asociacion.

En cuanto al tratamiento, se emplea metronidazol 2g dosis tnica o
500mg/12h/7dias o tinidazol 2g dosis Unica, advirtiendo de evitar bebidas
alcoholicas 48-72 horas tras finalizacion del tratamiento respectivamente®1%, Se
recomienda tratamiento de la pareja por la elevada tasa de reinfecciones que
existe, abstinencia sexual y tomar una muestra vaginal para su estudio tras el

tratamiento para comprobar la resolucion del proceso infeccioso®”1%4,

En el estudio de Brotman et al'®, se establecié la relacién entre las
caracteristicas de la microbiota vaginal y la presencia de Trichomonas vaginalis. En
una muestra de 394 mujeres sanas 11 resultaron positivas para este parasito, de
las cuales un 72% contaba con un vaginotipo IV¢, con concentracidn lactobacilar
disminuida y predominio de anaerobios como Sneathia, Mycoplasma, Parvimonas,
entre otros. El 18 % de los casos pertenecian al vaginotipo III (L. iners) y 9% al tipo
I (L. crispatus)'®. No existieron casos con comunidades bacterianas tipo II (L.
gasseri) ni V (L. jensenii), hecho que puede indicar un mayor antagonismo de estas
especies hacia Trichomonas vaginalis, aunque se necesitan estudios con mayores
muestras de pacientes’?. Sin embargo, se desconoce si el vaginotipo IV
predispone a la tricomoniasis o es esta la que promueve la existencia de este
microambiente vaginal'?. En esta linea, Phukan N et al en el 2013' realizaron un
estudio in vitro con 34 cepas de Lactobacillus donde se observé que el Lactobacillus
gasseri ATCC 9857 es uno de los que presentan una mayor oposicion a la union de
la Trichomonas vaginalis B/RC2 (cepa de alta adhesion) al epitelio vaginal de forma
contacto y dosis-dependiente desde una concentracion de 1.5x10° Lactobacillus/ml.
Sin embargo, la cepa CBI3 correspondiente a Lactobacillus plantarum o Lactobacillus
pentosus, contribuy6 de forma significativa a la unioén de Trichomonas vaginalis G3

(cepa de baja adhesion) al epitelio vaginal a partir de 5x107 Lactobacillus/ml1'>*. Este
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Lactobacillus puede actuar como puente entre las Trichomonas y el epitelio vaginal,
aumentando su potencial de adhesion!?*. Por tanto, el tipo de microbiota vaginal
presente puede modular la union de este parasito a la pared vaginal, hecho que se

debe tomar en cuenta en la creacion de las nuevas formulaciones probidticas.

Existen pocos ensayos en humanos con probioticos para la resolucion de la
tricomoniasis vaginal. Como se comentd en el apartado de VB, Vujic et al™
presentaron un estudio con el probidtico L. rhamnosus GR-1 + L. Reuteri RC-14
(>1x10° UFC) via oral/ 12h/ 6 semanas para el tratamiento de la VB, VC y
tricomoniasis, donde se observo normalizaciéon de la microbiota vaginal en un
61.5% vs 26.9% del grupo placebo. Por otro lado, Sgibnev et al*? realizaron un
estudio donde se evalud el impacto de la co-administracion de probiéticos con
antimicrobianos en la resolucién de cuadros de tricomoniasis vaginal asociado a
VB. Se incluyeron 90 pacientes con VB ademas de tricomoniasis resistente a
tratamiento a las que se les pautd metronidazol 500mg/ 12h/ 7 dias, ademads de
comprimidos vaginales de Lactobacillus rhamnosus Lcr35 (concentracion no
especificada)/12h/7dias en el Grupo 1 vs metronidazol mas comprimidos placebo
en el Grupo 2%2. Posteriormente, ambos grupos continuaron con 7 dias del mismo
probidtico/12h. Tras los primeros 7 dias de seguimiento, se observd una
probabilidad de curacion de la tricominiasis del 88.6% en el Grupo 1 vs 42.9% en
el Grupo 2, y de la VB del 63.6% vs 11.9% respectivamente®. El dia 14 de
seguimiento, se aislo el parasito en 11.4% de sujetos del Grupo 1 vs 57.1% del
Grupo 2 y presencia de VB en 9,5% pacientes del Grupo 2 tnicamente®. La
concentracién lactobacilar fue determinada estudiando el ADN mediante qPCR-
RT (Reaccion en Cadena de la Polimerasa con Transcripcion inversa cuantitativa).
Esta fue superior en el Grupo 1 (tratamiento concomitante con metronidazol mas
probidtico) en el dia 7 de seguimiento que en el Grupo 2 (metronidazol seguido
de 7 dias de probidticos) en el dia 14%2. Al finalizar el estudio se concluye que
existe un beneficio superior en la co-administracion de metronidazol y L.
rhamnosus Lcr35 en lugar de pautar este ltimo en un segundo tiempo®.

Sin embargo, no se deben extrapolar estos resultados a todas las cepas
probidticas ni la combinacién con cualquier antimicrobiano. Para ello, es preciso
de estudios in vitro e in vivo con cepas de colonizacién vaginal demostrada que

presenten resistencia al agente antimicrobiano administrado, y que a su vez,
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potencien su efecto para la resolucion de éste proceso infeccioso de forma mas

eficaz.

2.7.4 Virus de la Inmunodeficiencia Humana

El Virus de la inmunodeficiencia humana (VIH) actualmente afecta a mas de
30 millones de personas alrededor del mundo y el indice de defunciones
relacionadas con esta enfermedad alcanza otros 30 millones, por lo que representa

un gran problema de salud publica'®.

La literatura publicada hasta el momento pone de manifiesto que los
estados de disbiosis vaginal fomentan un estado proinflamatorio y alteran la
barrera epitelial vaginal, facilitando la diseminacion del virus. Como
mencionamos previamente, las mujeres de raza Africana presentan con mayor
frecuencia un vaginotipo IV® lo que puede hacerlas mas susceptibles a las VB,
observandose altas tasas de recurrencia tras el tratamiento antimicrobiano. Las
mujeres seropositivas con VB cuentan con una microbiota mas variada en
comparacion con las seronegativas con VB, probablemente por la depresion de su
sistema inmune’?. Gosmann C et al'?’, publicaron un estudio prospectivo donde
siguieron a 236 mujeres seronegativas sudafricanas por un ano realizando
muestreos vaginales y sanguineos periodicos. El 10% de las mujeres presentaron
un ecosistema vaginal dominado por L. crispatus (Grupo 1), 32% por L. iners
(Grupo 2), y el resto, contaban con microbiotas con gran variedad microbiana,
pobre en Lactobacillus y prevalencia de Gardnerella (Grupo 3) u otras bacterias
(Grupo 4)'7. La muestra seleccionada era homogénea en cuanto a factores de
riesgo como numero de parejas y prdacticas sexuales, uso de preservativo,
anticoncepcién con progesterona depot e incidencia de enfermedades de
transmision sexual excepto Chlamydia (mas frecuente en el grupo 4)'?. Al finalizar
el estudio, 31 mujeres resultaron infectadas por el VIH, de las cuales ninguna
pertenecia al Grupo 1, un 29% era del Grupo 2 y el resto estaban adjudicadas a los
Grupos 3 y 4. Los géneros Prevotella, Micoplasma, Veillonella y Sneathia se
relacionaron de forma positiva con el VIH'?. Los autores observaron que el riesgo
de adquirir la infeccién se incrementa por cuatro para las mujeres con mayor

diversidad microbiana con prevalencia de anaerobios distintos de Gardnerella y
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deplecion lactobacilar (Grupo 4), hecho que expone a un riesgo potencial de
adquisicion del virus a mas de la mitad de su poblacién'”. Este hecho esta
respaldado por el hallazgo de 17 veces mas linfocitos T CD4+ CCR5+ (células
diana del VIH) que las del Grupo 1 y aumento de las citoquinas que atraen a estas

células!?.

Sha BE et al'?%, presentaron un estudio en el que se obtuvieron muestras
vaginales de mujeres con VIH con y sin VB. No se encontraron variaciones de
carga viral ni linfocitos CD4 en plasma entre ambos grupos de pacientes'?. Tras la
cuantificacién de la presencia de patégenos mediante Reaccion en Cadena de la
Polimerasa (PCR), destac6 una correlacion negativa entre la poblacion lactobacilar
y la concentraciéon del VIH en las muestras, y positiva, entre esta y el Virus Herpes
Simplex (VHS), Micoplasma hominis y Candida'. Por tanto, alteraciones en la
homeostasis de la microbiota vaginal en pacientes seropositivas, pueden resultar
en una mayor diseminacion del virus y riesgo de contagio a sus parejas sexuales y
a su descendencia durante el parto'®. Nunn LK et al, encontraron que las
pacientes con un ecosistema vaginal dominado por Lactobacillus crispatus cuentan
con secreciones vaginales ricas en acido lactico-D que presenta una mayor
restriccion a la diseminacion del VIH-1, impidiendo su acceso a las células
epiteliales vaignales'®. El caso contrario se observo en las microbiotas dominadas

por Lactobacillus iners o Gardnerella con moco vaginal pobre en este dcido'®.

En el 2010, se realiz6 uno de los pocos estudios existentes hasta el
momento empleando probidticos en mujeres africanas VIH positivo con disbiosis
vaginal'®. Las que presentaban VB, previamente se les administré metronidazol
oral por 10 dias, y posteriormente, capsulas orales con L. rhamnosus GR-1 y L.
reuteri RC-14 (2x10° UFC/12h/6 meses) vs placebo'®. La tasa de curacién de la VB
tras el metronidazol fue de solo 28% a las 5 semanas (valores significativamente
mas bajos que en mujeres sin VIH), sin diferencias entre el grupo probiotico vs
placebo'®. En la semana 15 de seguimiento, se observd una predisposicion a una
microbiota vaginal normal con mayor frecuencia en el grupo probiotico (53% vs
25%, p=0.08) lo que puede ayudar a prevenir la VB a largo plazo'®. A pesar de

que no se encontrd una asociacion entre la tasa de curacién y los niveles de
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linfocitos CD4, deben existir factores inmunitarios que dificulten la resolucion de

esta disbiosis en las pacientes seropositivas!®.

En 2013, Mitchell et al® realizaron un estudio en 104 mujeres VIH-1
positivo de las que se obtuvieron muestras de lavado vaginal para cuantificar la
carga viral y estudiar la poblacion de Lactobacillus mediante 16s rARN. Se observé
que el riesgo de eliminacion vaginal del virus en mujeres sin tratamiento
antirretroviral (TAR) era un 35% menor en las colonizadas por L. crispatus. En
pacientes con TAR, la deteccidn del VIH era menor si el L. jensenii estaba presente
y aumentaba cuando se aislaban bacterias relacionadas con la VB'*. Ademas, la
VC fue la tnica disbiosis vaginal que se correlacioné de forma estadisticamente
significativa con la excrecion viral, lo que puede estar asociado con un estado
proinflamatorio persistente’>!. En resumen, la diseminacion del VIH-1 aumentd en
los estados de disbiosis vaginal, de forma independiente al empleo o no de la
TAR y algunas especies de Lactobacillus pueden ser protectoras contra esta
afeccion. Resultados similares fueron encontrados en el estudio de Borgdorff H et
al en el 201432, en el que observaron que en las pacientes con microbiota
dominada por L. crispatus, y L. iners en menor medida, existia una menor
deteccion vaginal del VIH (10% vs 40% de las pacientes con microbiotas
dominadas por anaerobios). Las microbiotas con alta concentracion de L. crispatus
también presentaron menos VPH, VHS-2 y no presentaron otras enfermedades de
transmision sexual’®2. Por altimo, los autores mencionan que seria recomendable
tratar a las pacientes con alteraciones de la microbiota vaginal aunque se
encuentren asintomaticas, sobre todo si son seropositivas o cuentan con malos
antecedentes obstétricos, vaginosis recurrente, profesiones de riesgo, entre

otros!2,

Dizzel S et al’®, realizaron un estudio in vitro donde se cultivaron células
epiteliales cervicales y endometriales extraidas de mujeres que se sometieron a
una histerectomia y se les tratd con estradiol, progesterona, medroxiprogesterona
y con las especies Lactobacillus reuteri RC-14 y L. rhamnosus GR-1. Posteriormente
se anadid VIH-1 a dichos cultivos y se observo su efecto en la funcién de la

barrera epitelial'®. La combinacién de estradiol mas las cepas de Lactobacillus
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presentd el mayor beneficio para el mantenimiento de la funcidén epitelial y

disminucion del ambiente inflamatorio!s3.

Por ultimo, se esta trabajando en la modificacion genética de especies de
Lactobacillus para que expresen productos anti-VIH aunque atn no han sido
probados en humanos. Wei W et al'®, presentaron un estudio in vitro y en
modelo animal con Lactobacillus acidophilus ATCC 4356 modificado para expresar
la proteina CD4 que se une a gpl120 del VIH-1. En los cultivos de tejidos, este
Lactobacillus fue capaz de inhibir la infeccién viral. En el modelo animal,
observaron una proteccion del 57% tras la instilacion de los viriones via rectal,
pero no se obtuvo efecto via vaginal®®. Los autores declaran que la falta de
efectividad puede ser debida a que el ambiente acido vaginal es capaz de
inactivar la proteina CD4 y tampoco se conoce el potencial de colonizacion
vaginal de la cepa modificada'. Liu J]J et al'® realizaron un estudio empleando
Lactobacillus reuteri RC-14, cepa capaz de colonizar vagina, modificada para
expresar proteinas que interfieren con 3 pasos claves para la penetracion del virus
en el epitelio (adhesion a CD4, CCR5 y la fusion de la membrana celular del
VIH)'®. La cepa RC-14 modificada para exhibir la proteina CD4D1D2-similar a

anticuerpo fue capaz de unirse in vitro al VIH-1'%.

En general, Lactobacillus como L. crispatus y L. jensenii cuentan con diversas
herramientas contra el VIH como la acidificacion del medio mediante la
produccién de acido lactico, liberacion de peroxido de hidrogeno, produccion de
bacteriocinas e interferencia de su unién al epitelio. En el futuro, se deberian
iniciar nuevas lineas de investigacion con probidticos via oral y vaginal con estas
especies y otras especificamente modificadas mediante ingenieria genética para
actuar contra el virus y asi, prevenir a largo plazo la diseminacion de un virus tan

prevalente como este, sobre todo en poblaciones de riesgo.
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2.8 Microbiota y embarazo

2.8.1 Generalidades

El embarazo representa una época de grandes variaciones hormonales que
pueden generar cambios importantes en la microbiota vaginal e intestinal,
ademas de la influencia que puede tener la carga genética del individuo, etnia,
dieta y otros factores ambientales. Debido al incremento de los estrogenos, existe
una mayor disponibilidad de glucdgeno en el epitelio vaginal, lo que contribuye
en parte a la acidificacion del medio junto con el acido lactico producido por la
poblacion lactobacilar. El estudio de Romero R et al'5, compara la microecologia
vaginal de mujeres embarazadas y no embarazadas fértiles, observando que las
primeras presentan un patrén de microorganismos muy estable que varian
principalmente entre el vaginotipo I (L. crispatus) y el III (L. iners), con baja
incidencia del tipo IV (diversidad microbiana). Ademas, se evidencié un aumento
en la concentracion de Lactobacillus y una menor cantidad de especies
relacionadas con la VB en comparacion con las no gestantes'>. Otro estudio’*®
observo una disminucion en la diversidad alfa bacteriana vaginal en los casos de
parto pretérmino vs gestantes con parto a término caucasicas. Por el contrario, se
determind un aumento en la diversidad microbiana vaginal de gestantes de raza
negra e hispana'®*, de forma idéntica a los hallazgos del estudio de Ravel ] et al
realizado en mujeres no gestantes, donde el vaginotipo IV se encontréd con mas

frecuencia en estas poblaciones®.

La VB se ha visto asociada, aunque de forma contradictoria, a efectos
adversos en el embarazo como el parto pretérmino (PP)%. Meis PJ et al'¥,
estudiaron cerca de 3000 gestantes a las que se les tomd una muestra vaginal a las
24 y 28 semanas, observando una asociacion entre la VB a las 28 semanas con el
PP de forma estadisticamente significativa (OR 1.84, IC 95% 1.15 - 2.95, p < 0.01).
Sin embargo, es posible que la VB no sea el unico agente causal del parto
pretérmino’.Por otro lado, no se ha visto un impacto en el tratamiento de la VB
sobre el riesgo de parto pretérmino’. Finalmente, no se encontrd asociacion entre

la tricomoniasis y el PP'¥.
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Durante el embarazo, el arsenal de antimicrobianos disponibles para el
tratamiento de los estados de disbiosis se estrecha mucho por su perfil de
seguridad, ademds del impacto que estos tienen en la microbiota vaginal e
intestinal. Por tanto, se precisa de herramientas seguras para su administracion
durante el embarazo como los probidticos. La Tabla 9 refleja los regimenes de
probidticos que han resultado efectivos en el embarazo de forma significativa. En
este sentido, Nishijima K et al'*realizaron un ensayo en gestantes de >35 semanas
a las cuales les administrd leche fermentada enriquecida con Lactobacillus johnsonii
Lal 1x10° UFC/dia/2 semanas vs placebo (leche fermentada). Tras el andlisis de las
muestras de la ultima visita, se encontré una mayor concentracion lactobacilar
vaginal en el grupo probiotico’®. Ademas se observé una disminucion de géneros
patogenos como Gardnerella y Corynebacterium en el grupo probiotico (visita basal
4/12 pacientes positivos vs ultima visita 0/12 pacientes positivos para estos
microorganismos)’®. Sin embargo, en el grupo placebo estas Dbacterias
permanecieron sin cambios, con 3/12 pacientes positivas al inicio y al final del
periodo de seguimiento!®. Tal como mencionamos en el apartado 2.7.1 Vaginosis
bacteriana, Parent D et al” realizaron un tratamiento vaginal para la VB con
Lactobacillus acidophilus (107 UFC) + 0.03mg de estriol + 600mg de lactosa/ 12-24h/ 6
dias en mujeres gestantes y no gestantes, observando tasas de curacion
significativamente mads elevadas en el grupo probidtico en comparacion con el

grupo placebo.

Aunque con menos éxito, Husain S et al’® administraron comprimidos
orales probidticos con Lactobacillus rhamnosus GR-1 'y Lactobacillus reuteri RC-14
(2.5 x10° UFC de cada uno) vs placebo en 238 gestantes desde la semana 9-14 de
embarazo hasta el parto. No existieron cambios en el porcentaje de VB segtin
escala Nugent entre ambos grupos en la semana 18-20 ni en la 34-36 semanas'®.
En la semana 18-20, tras la secuenciacidon del gen 16S rARN, no se observaron
cambios en la composicion de la microbiota vaginal, en la incidencia de
colonizacién por Streptococcus agalactie B, Escherichia coli, ni en la concentracion de
las cepas probioticas administradas (los valores de GR-1 permanecieron estables y
no se detecto RC-14)'¥. La incidencia de aborto espontdneo y PP entre ambos
grupos no fue estadisticamente significativa (1 en el grupo placebo vs 3 casos en

el grupo probiodtico y 9 vs 8 casos respectivamente)'®. Sharpe M et al'®, llevaron a
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cabo un ensayo con las mismas concentraciones y cepas probidticas orales a 110
gestantes desde la semana 23-25 por 12 semanas y evaluaron la incidencia del
estatus de portador del Streptococcus agalactie B determinado en la semana 35-37
de embarazo. Al igual que en el estudio de Husain S et al, no se encontraron
diferencias entre el grupo probiotico vs placebo (15.8 vs 21.43%, p=0,48)'*. Una
vez mas, el tratamiento resultd seguro para su administracion en el embarazo'¥.
Mantaring ] et al'¥!, publicaron un estudio donde randomizaron a 208 gestantes en
3 grupos: Grupo 1, suplementos alimenticios de 140kcal; Grupo 2, suplementos
mas probidticos; Grupo C, placebo. Las pacientes tomaron los comprimidos
asignados dos veces al dia desde la semana 24-28 hasta el segundo mes de
lactancia como minimo'!. La formulacion probidtica contaba con Bifidobacterium
lactis CNCC 1-3446 y Lactobacillus rhamnosus CGMCC 1.3724 (7 x 108 UFC de cada
uno)™. No se observaron diferencias en cuanto a episodios de diarrea del
neonato, ganancia ponderal materna al final del embarazo ni numero de
complicaciones del embarazo'!. Al afio de vida, se encontré mayor peso y talla en
los Grupos 1 y 2 en comparacion con el Grupo 3 de forma significativa'#!. El

tratamiento administrado resulté seguro durante el embarazo y lactancia'*'.
2.8.2 Diabetes gestacional y probioticos

El estado de la microbiota intestinal puede tener repercusiones
metabdlicas importantes, especialmente en grupos de riesgo como las
embarazadas, donde existe una tendencia a la resistencia insulinica e intolerancia
a la glucosa. En un reciente estudio'®?, se observd que la microbiota fecal de
mujeres con diabetes gestacional (DG) y hasta 8 meses tras el parto se ve alterada
en comparacion con gestantes sanas, de manera similar a la encontrada en
pacientes con diabetes mellitus tipo 2. Se aisl6 mayor concentracién de
Faecalibacterium 'y Anaerotruncus, asi como disminucion de Clostridium vy
Veillonella'®2. Géneros como Akkermansia se correlacionaron con una mayor

resistencia a la insulina y Christensenella con mas hiperglucemias en el ayuno'4.

Resulta evidente la importancia en la disminucion de la incidencia de la
DG por las graves repercusiones que pueden tener sobre el embarazo y el recién

nacido, tales como macrosomia, distocia de hombros, preeclampsia, PP, parto por
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cesdrea, riesgo de diabetes mellitus tipo 2 en la madre y el neonato, entre otros'#.
Habitualmente, se aconseja seguir una dieta estricta y realizar ejercicio fisico para
controlar los niveles de glucemia, pero estas estrategias representan un cambio de
habitos de vida importante que suelen tener baja adherencia. Los probidticos
pueden formar parte de nuestro arsenal terapéutico disponible para su

administracion en gestantes de riesgo de forma segura.

En esta linea, un meta-analisis realizado en el 2018% encontrd en gestantes
sanas y con DG una asociacion inversa entre la ingesta de probioticos y la
insulinemia durante el ayuno (OR -3.76, p <0.00001 y OR -2.94, p=0,04,
respectivamente), al igual que la resistencia insulinica (HOMA-IR) (OR -0.57,
p=0.03 y OR -0.65, p=0,02, respectivamente) de forma estadisticamente
significativa. Para ello se incluyeron estudios donde se administraron los géneros
Lactobacillus y Bifidobacterium en concentraciones de 107-101° ¢. No se observaron
beneficios en cuanto al perfil lipidico de las gestantes®”. A diferencia de otros
estudios en poblacion general, no se observé una disminucion de la glucemia en
ayunas®. No efectos en el peso al nacimiento de los recién nacidos en los estudios
realizados en gestantes con DGY. Sin embargo, muchos de ellos aportaron
beneficios metabdlicos a la gestante, lo que se podria traducir en disminucion de
la morbilidad futura en madre e hijo.

Dentro de este analisis sistematico, destaca el estudio de Luoto R et al del
2010%, donde se randomizé a gestantes sanas dentro de 3 grupos desde el primer
trimestre hasta finalizar la lactancia: Grupo A, formulacion probidtica con
Lactobacillus rhamnosus GG + Bifidobacterium lactis Bb12 (1x10'° UFC/dia) + consejo
dietético; Grupo B, placebo + consejo dietético; Grupo C, placebo. Se encontrd una
disminucion en la incidencia de DG, con un porcentaje del 13% vs 36% vs 34%
respectivamente (p=0,003)%. En el Grupo A y B, se detecté una disminucion del
peso y talla alta al nacimiento de forma significativa en comparacion con el Grupo
C, lo que puede ayudar a disminuir la casuistica de obesidad infantil cada vez
mas frecuente actualmente®. Ademas, Dolatkhah et al'* realizaron un ensayo en
gestantes con DG a las que se les administré6 una formulaciéon probidtica con
Lactobacillus acidophilus LA-5, Bifidobacterium BB-12, Streptococcus thermophilus
STY-31y Lactobacillus delbrueckii bulgaricus LBY-27 con >4 x 10° UFC/dia, desde el
diagndstico (24-28 semanas) hasta el parto por 8 semanas. Se obtuvieron
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resultados estadisticamente significativos en cuanto a menor ganancia ponderal,
menores glucemias en ayuno y menor indice de resistencia insulinica**. Por
ultimo, el ensayo de Karamali M et al'®® ejecutado en mujeres con DG, emple¢ las
especies Lactobacillus acidophilus, Lactobacillus casei, Bifidobacterium bifidum a una
concentracion de 2 x 10° UFC/dia vs placebo, desde el diagnodstico hasta el parto
por 6 semanas. También presenta resultados de significancia estadistica en
disminucion de glucemia en ayunas, insulinemia, HOMA-IR, triglicéridemia y
VLDL,

2.8.3 Parto pretérmino y probioticos

La prematuridad puede tener graves consecuencias en la vida futura del
neonato, desde retraso psicomotor y cognitivo, pardlisis cerebral, distrés
respiratorio hasta muerte neonatal precoz. Aunque frecuentemente la causa
desencadenante es desconocida, puede estar asociada a infecciones subyacentes
como la VB. Se ha visto que hasta un 70% de las gestantes con amenaza de parto
prematuro (APP) presentan disbiosis vaginal, dentro de la cual, la VB representa
el 50% de los casos!#. En el estudio de Hillier SL et al'¥, encontraron una
correlacion estadisticamente significativa entre la VB y el PP de neonatos de bajo
peso (OR 1,4; IC 95% 1.1-1.8) y el riesgo fue mayor cuando se aislaron Bacteroides y
Mycoplasma hominis (OR 2,1; IC 95% 1,5-3).

El empleo de probidticos puede modular la reaccién inflamatoria y la
produccién de prostaglandinas inducida por microorganismos patdgenos,
desplazarlos y estabilizar la microbiota vaginal para disminuir asi el riesgo del
ascenso de estos patdgenos a la cavidad uterina'#. En la revision Cochrane de
Grev ] et al del 2018, se analizaron 12 estudios realizados en gestantes de bajo
riesgo de PP que tomaron probioticos antes de la semana 36 y hasta los 3 meses
postparto. Los estudios incluyeron administracion de probidticos orales con
Lactobacillus rhamnosus GG, L. acidophilus, L. casei, L.delbrueckii, L. salivarius y el
género Bifidobacterium, con dosis entre 108-10'°, durante > 6 semanas. Se concluye
que no existe suficiente evidencia actual para afirmar que esta medida reporte un
beneficio en gestantes de bajo riesgo en cuanto a prevencion del PP de <34-37

semanas, reduccion en la mortalidad del recién nacido ni diferencias en el peso al
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nacimiento'. De cualquier forma, resulto dificil comparar los estudios por las
heterogeneidad existente en cuanto a cepas administradas, dosis, tiempo de
administracidn, criterios de inclusion, entre otros'. Una segunda revision del
2012 incluyé 3 ensayos'®, donde se analizd el efecto de probioticos en el PP de
<32-37 semanas sin resultados significativos. Los dos primeros estudios incluidos
emplearon probidticos con Lactobacillus johnsonii Lal 1x10° UFC/14 dias y L.
rhamnosus GG + Bifidobacterium lactis Bb12 1x10'° UFC/dia de cada uno desde el
primer trimestre hasta el final de la lactancia®®. No se encontraron mejorias en la
incidencia de PP <32-37 semanas. En el estudio de Neri et al'® incluido en esta
revision, se tratd a gestantes del primer trimestre que padecian de VB con yogurt
compuesto por Lactobacillus acidophilus via vaginal 10-15x108/ 12h/ 7 dias/ 2 ciclos
separados por 7 dias vs tampones de acido acético vs placebo. El impacto de los
probidticos vaginales sobre la reduccion de la VB resultd beneficioso, con un
porcentaje de curacion del 87,5 vs 37,5% en el grupo de acido acético vs 15% en el
grupo placebo el primer mes y cuyo efecto persistio en el segundo mes de

seguimiento!.

Por otro lado, la normalizacién de la microbiota intestinal también puede
tener un papel importante en la prevenciéon del PP. Shiozaki A et al'®!, realizaron
un estudio comparativo de microbiota intestinal y vaginal en pacientes con PP,
APP y parto a término (PT) mediante la coleccion de muestras vaginales y de
heces. Tras el andlisis del gen 16s rARN presente en las muestras de heces, se
observo en las pacientes con PP una disminucion de algunas especies de
Clostridium y Bacteroides, al igual que un incremento del orden Lactobacillales en
comparacion con el grupo PT®¥!. Especificamente, las especies Clostridium
subcluster XVIII y Clostridium subcluster XIVa se aislaron en concentraciones
ascendentes desde las pacientes con PP < APP < PT"!. Sin embargo, no se
encontraron diferencias en cuanto a la microecologia vaginal de estos grupos de
pacientes'®. En esta linea, Kirihara N et al'®® desarrollaron un estudio
retrospectivo donde se analizd el papel en la prevencion del PP de una
formulacion probidtica oral, inicialmente administrada para prevenir la VB o el
estrefiimiento, desde la semana 12 aproximadamente y hasta el final de la
gestacion. Los comprimidos contaban con 3-6g de Streptococcus faecalis, Clostridium

butyricum y Bacillus mesentericus®. El estudio incluy6 a 121 pacientes de alto
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riesgo, definido como acortamiento cervical de <20 semanas, antecedentes de PP
<36 semanas o perdidas gestacionales de >12 semanas'*?. Se realizd cerclaje si
existia antecedente de incompetencia cervical o hallazgo de una longitud cervical
de <25mm antes de la semana 22152, Al finalizar el estudio, se encontré una
prolongacion de la edad gestacional al nacimiento con una media de 36.8 vs 34.6
semanas, un porcentaje de nacimientos de <32 semanas del 2% vs 25% y una
incidencia de corioamnionitis del 2% vs 15.8% (grupo probiotico vs no probiotico
respectivamente) 12, Se observo también una diferencia del peso del recién nacido
al nacimiento superior a 300g a favor del grupo probidtico'®. Por ultimo, se
determind mediante cultivo la presencia de una microbiota vaginal normal en el
97.8% del grupo probidtico vs 74.6% del grupo no probidtico de las gestantes de
>20 semanas'®. Los autores comentan que la reduccion del PP observada puede
deberse a la menor incidencia de corioamnionitis y al efecto de los probidticos
sobre el sistema inmune del huésped'?. En esta linea, un estudio’®® demostré una
deplecion decidual de linfocitos T reguladores presente en las gestantes que
sufrieron un PP o una rotura prematura de membranas pretérmino, al
compararlas con aquellas que tuvieron un PT normal. Wilks M et al®
determinaron mediante cultivo vaginal tomado en la semana 20 de embarazo, que
las gestantes donde se aisld L. jensenii o L. vaginalis contaban con una menor
incidencia de PP y/o corioamnionitis (20% vs 40%) y de VB (0% vs 19%) en
comparacion con aquellas donde estaban ausentes estas especies. Estos
Lactobacillus demostraron ser unos de los que mayor cantidad de peroxido de
hidrégeno producen, a lo cual puede atribuirse parte de su efecto®®. En otro
estudio® se encontraron Lactobacillus productores de peréxido de hidrégeno en
altas concentraciones en pacientes con y sin disbiosis, lo que puede estar

relacionado con la cantidad producida por las especies presentes.
2.8.4 Neonatos, lactancia y probioticos

La microbiota del recién nacido es de origen materno y es adquirida
intrattero a través de los microorganismos presentes en la placenta y liquido
amniotico y, tras el nacimiento, mediante el contacto con las secreciones
vaginales, orales, leche materna y piel. Los neonatos prematuros pueden tener

una alteracion y disminucion de la variedad de microorganismos de su
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microbiota debido a un mayor numero de partos por cesdrea, estancias
hospitalarias y tratamientos antibioterdpicos prolongados, entre otros'>. Esta
menor diversidad y aumento de patogenos puede desencadenar una enterocolitis
necrotizante con una elevada mortalidad y una incidencia en prematuros del 5-
10%54.

Asi como la ingesta de probioticos en el adulto suele tener efecto a corto
plazo, la modulacién de la microbiota del neonato que generan estos tratamientos
puede tener repercusiones a muy largo plazo como una menor incidencia de
atopia, alergias alimentarias, enfermedad inflamatoria intestinal, obesidad,
intolerancia hidrocarbonada, entre otros!#s. AlFaleh K et al'®5, realizaron una
revision sistematica donde incluyeron 24 estudios con recién nacidos pretérmino
(<37 semanas) de <2500g, a los que se le administraron probioticos con
Lactobacillus, Bifidobacterium y Saccharomyces boulardii (efectividad principalmente
con los primeros por si solos o en coadministracion con los segundos) con dosis
variables entre 10°-10°. Se encontr6 una disminucion significativa de mas del 50%
de los casos de enterocolitis necrotizante y un 35% en la mortalidad (RR de 0,4; IC
95% 0.33-0.56 y RR de 0,65; IC 0.52-0.81, respectivamente)'®. El empleo de
probidticos resultd seguro en esta poblacion'®. Los resultados obtenidos no se

pueden generalizar para neonatos de <1kg!®.

A pesar de que los probidticos son considerados como seguros en
poblacién adulta, se debe tener precaucién con su administracion en recién
nacidos pretérmino de muy bajo peso!*. Una alternativa para reducir los efectos
adversos es la administracion indirecta al lactante a través de la suplementacion
materna de probidticos, aunque se precisan mas estudios para validar esta
medida'®. Benor S et al'*®, realizaron un estudio donde incluyeron 58 lactantes
prematuros de madres que tomaban probioticos, con edad gestacional media al
nacimiento de 29.5 semanas y <1500g de peso. El probidtico empleado estaba
compuesto por L. acidophilus NCFM y Bifidobacteria lactis Bi-07 2 x 10 UFC al dia
desde los primeros 3 dias de vida vs placebo. No se encontraron diferencias
significativas entre ambos grupos en cuanto a la mortalidad pero si una tendencia
al beneficio en la incidencia de enterocolitis necrotizante (12% de casos del grupo

probiotico vs 27% en el grupo placebo, p=0.15), tomando en cuenta que la
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muestra estudiada fue reducida'®. Ademads, se observd que el tiempo que
tardaban los lactantes en alcanzar la mitad de su nutricion via enteral fue menor
en el grupo probiotico pero sin alcanzar significancia estadistica (40,3 vs 49,9 dias,
p=0,25) 5. El probidtico resulté seguro para su administracion de forma indirecta

en esta poblacion!>.

En cuanto a la mastitis puerperal, Fernandez L et al'¥ realizaron un
estudio en gestantes con antecedentes de mastitis puerperal a las que se les
administré6 un probidtico via oral con Lactobacillus salivarius PS2 10° UFC/dia
desde la semana 30 hasta el parto. La incidencia de mastitis en el grupo probidtico
fue del 25% vs 57% (p=0,001) en el grupo placebo de forma estadisticamente
significativa'”. Arroyo R et al'®%, realizaron un estudio en mujeres con mastitis
puerperal a las cuales trataron con: Grupo A, L. fermentum CECT5716 (10° UFC) vs
Grupo B, L. salivarius CECT5713 (10° UFC) vs Grupo C, antibioterapia
(amoxicilina +/- clavulanico, cloxacilina, eritromicina o cotrimoxazol) durante 21
dias. La cantidad de bacterias presentes inicialmente en la leche materna fue
similar en los tres grupos con ausencia de Lactobacillus y, tras 21 dias, esta
cantidad fue inferior en los grupos A y B que en el C'%. En mas del 50% de los
casos se detectaron las especies probioticas en la leche materna’®. Inicialmente, la
puntuacion del dolor fue de 2 (0=dolor intenso - 10=no dolor) y tras el periodo de
seguimiento se observd una diminuciéon del dolor mayor en los grupos
probiodticos (A y B=8,6 vs C=5,8, p=0,001)*8. Al combinar el porcentaje de
recurrencias observado a los 3 meses de A y B, estas resultaron menores que las
del Grupo C de forma significativa (8,8% vs 30,7%)%. Por tanto, la administracion
de probidticos result6 una medida eficaz para el tratamiento de la mastitis
puerperal y futuros estudios dictaminaran si es posible su empleo como

alternativa a los antimicrobianos en la prdctica clinica habitual'®.
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Estudio y Pauta de tratamiento Resultados
objetivo
Microbiota VO leche fermentada enriquecida | -Mayor concentraciéon lactobacilar
vaginal con Lactobacillus johnsonii Lal (1x10° | vaginal en el grupo probidtico.
Nishijima K et UFC/ 2 semanas) vs placebo (leche | -Disminucién de géneros patogenos
al1%s fermentada). como Gardnerella 'y Corynebacterium
(Prospectivo, (visita basal 4/12- Gltima visita 0/12
controlado, pacientes positivos).
randomizado)
Kirihara N et al'® | VO Streptococcus faecalis, Clostridium | Microbiota vaginal normal en el 97.8%
(estudio butyricum y Bacillus mesentericus (3- | del grupo probidtico vs 74.6% del
retrospectivo) 6g en total) vs no probidtico, desde | grupo no probidtico de las gestantes de
semana 12 aproximadamente-parto. | >20 semanas.
VB VV  yogurt con Lactobacillus | Curacién del 87,5 grupo probioético vs
Neri et al'> acidophilus (10-15x108/ 12h/ 7 dias/2 | 37,5% grupo de acido acético vs 15%
(Prospectivo, ciclos separados 7 dias) vs | grupo placebo el primer mes. Efecto
controlado, tampones con 4acido acético vs | persiste en el segundo mes de
randomizado). placebo, en gestantes del primer | seguimiento.
trimestre.

ParentDetal”® | VV Lactobacillus acidophilus (107 | Tasa de curacién de la VB del grupo
(Prospectivo, UEFC) + 0.03mg de estriol + 600mg | probiodtico 77% vs 25% grupo placebo y
controlado, de lactosa vs placebo/ 12-24h/ 6 | del 88% vs 22% en el dia 14 y 28 de

randomizado) dias. seguimiento respectivamente.
Diabetes En el meta-analisis se incluyeron 10 | En gestantes sanas y con DG:
gestacional estudios donde se emplearon los | -Asociacién inversa entre la ingesta de
géneros Lactobacillus y | probidticos e insulinemia durante el
Zheng ] et al®” Bifidobacterium (concentraciones de | ayuno (OR -3.76, p <0.00001 y OR -2.94,
Meta-analisis 107-1010). p=0,04, respectivamente), al igual que

con el HOMA-IR (OR -0.57, p=0.03 y
OR -0.65, p=0,02, respectivamente).

Luoto R et al®® VO A) Lactobacillus rhamnosus GG + | En gestantes sanas:
(Prospectivo, Bifidobacterium lactis Bb12 (1x10' | -Menor incidencia de  diabetes
doble ciego, UFC/dia) + consejo dietético vs gestacional (13% grupo probiodtico +
controlado, B) dieta + placebo vs dieta vs 36% grupo dieta + placebo vs
randomizado) C) placebo, desde el primer 34% grupo placebo, p<0,003).
trimestre hasta el fin de la lactancia. | -Disminucion del peso y talla alta al
nacimiento  (p<0,035 'y p<0,028,
respectivamente).
Dolatkhah et al'#

VO Lactobacillus acidophilus LA-5, | En gestantes con DG:

( .
zr%slpe?tlvo, Bifidobacterium BB-12, Streptococcus | -Menor ganancia ponderal(p<0,05).
© te Cllego, thermophilus  STY-31, Lactobacillus | -Menor glucemia en ayunas (p<0,05).
con roia o delbrueckii bulgaricus LBY-27 (> 4 x | -Menor HOMA-IR (p<0,05).
randomizado)

10° UFC/dia) vs placebo, desde 24-
28 semanas hasta el parto por 8
semanas.
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Karamali M et VO Lactobacillus  acidophilus, | En gestantes con DG:
a4 Lactobacillus  casei, ~ Bifidobacterium | -Menor glucemia en ayunas (p<0,001).
(Prospectivo, bifidum (2 x 10° UFC/dia) vs placebo, | -Menor insulinemia (p<0,01).
doble ciego, desde el diagnostico hasta el parto | -Menor HOMA-IR (p<0,003).
controlado, por 6 semanas. -Menor triglicéridemia y VLDL
randomizado) (p<0,003).

Parto pretérmino
Kirihara N et al'52

VO Streptococcus faecalis, Clostridium
butyricum y Bacillus mesentericus (3-

-Mayor edad gestacional al nacimiento
con 36.8 vs 34.6 semanas (p<0,01).

(estudio 6g en total) vs no probidtico, desde | -Menos nacimientos de <32 semanas
retrospectivo) semana 12 aproximadamente-parto. | (2% vs 25%, p<0,001).
-Menos corioamnionitis (2% grupo
probidtico vs 15.8% no probidtico,
p<0,03).
-Mayor peso al nacimiento (300g mas
en grupo probidtico, p<0,02).
Enterocolitis VO Lactobacillus, Bifidobacterium vy | -Disminucion de mas del 50% de
necrotizante Saccharomyces boulardii (efectividad | enterocolitis necrotizante (RR 0,4, IC
prematuros principalmente con los primeros | 95% 0.33-0.56)
AlFaleh K etal'® | por si solos o con los segundos). -Disminucién del 35% de la mortalidad
(revision (RR 0,65, IC 0.52-0.81).
sistematica) -Tendencia al beneficio en incidencia

de enterocolitis necrotizante (4% grupo

Benor S et al'> VO L. acidophilus NCFM y | probiodtico vs 18.2% grupo placebo,
(Prospectivo, Bifidobacteria lactis Bi-07 (2 x 10 | p=0.12).
doble ciego, UFC/dia) vs placebo, desde 3° dia | -Acortamiento del tiempo que tardan
controlado, de vida. los lactantes en alcanzar la mitad de su
randomizado) nutricion via enteral en grupo
probidtico (40,3 vs 49,9 dias, p=0,25).
Lactancia VO Lactobacillus salivarius PS2 (109 | Menor incidencia de mastitis (25%
Fernandez L etal | UFC/dia) vs placebo, de semana 30- | 8TUPO probidtico vs 57% grupo
(Prospe'ctivo, parto. placebo, p<0,001)
doble-ciego,
controlado,
randomizado)'”

Arroyo R et al'%®
(Prospectivo,
controlado con
antibioterapia,
randomizado)

VO A) L. fermentum CECT5716 (10°
UEC/dia) vs

B) L. salivarius CECT5713 (10°
UFC/dia) por 21 dias vs

C) Antibioterapia.

-Menor recurrencias de mastitis en
grupos probidticos 8,8% vs 30,7%
grupo antibidtico.

-Mayor diminucién del dolor en los
grupos probidticos (A y B=8,6 vs C=5,8,
p=0,001).

Tabla 9. Tratamientos probidticos que reportaron beneficios en el embarazo y

lactancia. VO= via oral. VV=via vaginal. RR= Riesgo Relativo. IC=Intervalo de

confianza. VB= Vaginosis bacteriana. HOMA-IR= Modelo homeostatico para

evaluar la resistencia insulil nica.
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2.9 Microbiota y fertilidad

El fallo de implantaciéon es uno de los mayores problemas que existe
actualmente en el campo de la fertilidad. Existen una serie de factores que se han
visto relacionados con el fallo de implantacion como lo son las alteraciones
genéticas en los embriones transferidos, trombofilias, patologia tiroidea,
alteraciones endometriales, hidrosalpinx, entre otros”. En cuanto al factor
embrionario, Harton GL et al'® encontraron una tasa de implantacion alrededor
del 40% cuando se transferian embriones euploides, sin que existieran diferencias
relacionadas con la edad de las pacientes hasta los 42 afios. Por lo tanto, en casi la
mitad de los casos, el fracaso del tratamiento se debe a otros factores distintos al

embrionario y la edad de la paciente!®.

Como mencionamos anteriormente, el endometrio cuenta con una menor
concentracion pero mayor diversidad bacteriana al compararlo con la microbiota
vaginal*. Los microorganismos mas frecuentemente encontrados son
Lactobacillus3017.18,  Prevotella®1718, Acinetobacteria*, Bacteroidetes®, Proteobacteria*,
Gardnerella”'8,  Bifidobacterium'1s,  Streptococcus’'®,  Atopobium',  Sneathia®,

Staphilococcus?, entre otros.

Existen varios estudios donde se ha encontrado una correlacion entre el
tipo de microbiota endometrial y los resultados reproductivos. Moreno I et al'
presentd un estudio en el que observaron que a pesar de un estado de buena
receptividad endometrial, en casos de prevalencia de otras especies distintas a los
Lactobacillus las tasas de implantacion descendian del 60% al 23%, el porcentaje de
embarazos evolutivos disminuia ain méas de aproximadamente 60% al 13% y el
de recién nacido vivo caia drasticamente de casi un 60% al 7%. Estos resultados se
vieron con mayor frecuencia en los casos donde se aislaron los géneros Gardnerella
y Streptococcus'®. Ademds, no encontraron variaciones entre la microbiota de
estados endometriales pre-receptivos y los receptivos en 81% de las pacientes, por
lo que concluyen que ésta no se ve influenciada por los cambios hormonaless.
Tampoco se observaron modificaciones de la microecologia con los cambios de

pH'. Por ultimo, solo el grupo de pacientes en el que coincidié un estado de
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receptividad endometrial mas una predominancia de Lactobacillus obtuvieron un
embarazo evolutivo’®.

Kyono k et al?, encontraron similares resultados en un estudio realizado
en poblacién asidtica, donde existia un menor porcentaje de microbiotas
endometriales con predominancia lactobacilar en las pacientes sometidas a un
tratamiento de fertilizacion in vitro (FIV) que en las mujeres infértiles a las que no
se les realizo FIV y en voluntarias sanas (38% vs 73% vs 85% respectivamente).
Entre los factores que pueden explicar estos hallazgos podemos mencionar una
mayor manipulacion vaginal y procedimientos invasivos, tratamientos
antibioterdpicos prolongados, variaciones hormonales e infertilidad de mayor
evolucion”. El grupo de mujeres que consiguieron una gestacion durante el
estudio, en su mayoria, contaban con porcentajes elevados de Lactobacillus en
vagina y endometrio (96-97% respectivamente)'”. Ademads, la mayoria de los casos
que contaban con una microbiota baja en Lactobacillus a nivel endometrial también
la presentaban a nivel vaginal'”. No se encontraron diferencias relacionadas con
la edad”. Por dultimo, es importante destacar que es posible que los
microorganismos distintos a Lactobacillus presentes puedan ser comensales y no
patogenos del endometrio, pero que de igual manera tengan un efecto negativo
en las tasas de éxito de embarazo?”.

Moore DE et al'®, publicaron los resultados de un estudio de pacientes en
tratamiento FIV a las que se les realizaron cultivos vaginales y del catéter de
transferencia embrionaria. Observaron un 88% de recién nacidos vivos en las
mujeres con una microbiota rica en Lactobacillus secretores de perdxido de
hidrégeno tanto en vagina como en el catéter de transferencia embrionaria'®. Sin
embargo, en los casos donde se detectd Streptococcus viridans la tasa de embarazo
fue solo de un 7%'%. No encontraron diferencias en la microbiota vaginal con la
administracién de doxiciclina profilactica previo a la transferencia'®. Los autores
concluyen que es posible que una minima respuesta inflamatoria a organismos
patdgenos endometriales pueda disminuir las tasas de embarazo'®.

Koedooder R et al*®!, proponen un modelo predictivo de éxito de
transferencia embrionaria que consiste en el estudio de la microbiota vaginal de
las pacientes dos meses previos al tratamiento de fertilidad y, en caso de
obtenerse una microbiota desfavorable, posponer el ciclo hasta un cambio en la

microecologia vaginal. Los autores definen como perfil desfavorable de
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microbiota vaginal aquella con <20% de Lactobacillus, >35% de Lactobacillus
jensenii, aislamiento de Gardnerella vaginalis IST I (Interspace profiling technique I)
o Proteobacterias >28% de la carga bacteriana total’®. Este patrén conté con solo un
6% de éxito de la transferencia embrionaria con una sensibilidad baja pero una
especificidad de un 97%!!. Por otro lado, el perfil favorable se puede dividir en
dos subgrupos donde un porcentaje superior al 60% de L. crispatus cuenta con una
probabilidad de embarazo del 24% y, cuando es menor de esta cifra, la
probabilidad asciende a un 53%°'. Segun el vaginotipo, encontraron que los tipos
IV y V contaban con porcentajes del 70 y 100% de fracaso de la técnica de
reproduccion, observandose cifras mas bajas en el resto de vaginotipos'¢!. En
resumen, la dominancia vaginal de L. crispatus y un perfil desfavorable de
microbiota vaginal contaron con 3 y 7 veces menor tasa de embarazo que el resto
de pacientes respectivamente.

Por dultimo, la presencia de ciertas citoquinas y ambientes pro-
inflamatorios endometriales se han visto asociados con la infertilidad¢2. Chenoll E
et al'®? realizaron un estudio in vitro con cultivos de células endometriales
extraidas de mujeres premenopdusicas. Los autores observaron que la adicion de
la cepa probidtica L. rhamnosus CECT 8800 (1x10° UFC/ml) causé una disminucion
de citoquinas inflamatorias, normalmente propiciadas por bacterias patdgenas
como IL-6, IL-8, MCP-1 (Proteina Quimiotactica de Monocitos-1) e incremento las
citoquinas antiinflamatorias IL-1RA e IL-1 beta en co-cultivo con A. vaginae, G.
vaginalis y S. agalactie’®. Ademas, CECT 8800 fue capaz de disminuir el pH,
producir acido lactico y disminuir la presencia de Propionibacterium acnes CECT
5684 y Streptococcus agalactie CECT 183'2. La deplecion observada de Gardnerella
vaginalis DSM 4944 y de Atopobium vaginae DSM 15829 no fue significativa'®. Por
altimo, se estudio el perfil de seguridad de esta cepa probidtica en modelo animal
sin hallazgos patologicos'®. El estudio no evaluo la capacidad de produccion de

peroxido de hidrégeno o bacteriocinas de esta cepa’®?.

En conclusion, el estado de la microbiota vaginal juega un papel muy
importante en los resultados de las técnicas de reproduccion asistida y las tasas de
embarazos evolutivos. Las microbiotas con dominancia lactobacilar suelen ser
beneficiosas, pero un aumento en la concentracion de L. crispatus (vaginotipo I) o

L. jensenii (vaginotipo V), al igual que la diversidad bacteriana (vaginotipo IV)
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puede ir asociado a peores resultados reproductivos'®. El modelo predictivo de
éxito en los tratamientos de fertilidad disefiado por Koedooder R et al'®!, resulta
una alternativa interesante y un paso mas hacia la medicina personalizada, a falta
de mas estudios que lo validen para su empleo en la practica clinica habitual.
Finalmente, se necesitan mas ensayos para evaluar el potencial efecto de los
probidticos especificamente disefiados para la optimizacion de la microbiota
endometrial previo a tratamientos de reproduccién, como la cepa Lactobacillus

rhamnosus CECT 8800, y su impacto en la eficacia de los mismos.
2.10 Microbiota y cancer ginecoldgico

La evidencia del impacto del estado de la microbiota en el cancer no es
insignificante, especialmente si tenemos en cuenta que alrededor del 15-18% de
los casos se han asociado con un microorganismo como el Virus de la Hepatitis B 'y
C en el cancer hepatico, Helicobacter pylori en el cancer gastrico, VPH en el cancer

cervical, vulvar, vaginal, anal, orofaringeo y de pene, entre otros!®16,
2.10.1 Cancer de cérvix

El cancer de cérvix es el segundo en frecuencia de las neoplasias
ginecoldgicas tras el cancer de mama, con una incidencia de 569.800 casos y una
mortalidad atribuida de 311.400 casos en todo el mundo en el 20187,

El VPH infecta alrededor del 75% de las
mujeres sexualmente activas'®. La mayor parte
de estas infecciones son temporales y se
solucionan espontdneamente en menos de dos
anos'®. La persistencia de genotipos de alto
riesgo del VPH es el principal factor de riesgo
para el desarrollo del cancer de cuello uterino y
sus lesiones precursoras'®. También estd

asociado a las neoplasias intraepiteliales

vulvares de tipo comun, verrugas anogenitales

y papilomatosis respiratoria recurrente’s.
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Existen una serie de factores relacionados con un mayor riesgo de
persistencia de la infeccion viral como la inmunodepresion (sobre todo la causada
por el VIH), edad mayor de 30 afos, genotipo viral 16, carga viral, anticonceptivos
orales, tabaquismo, multiparidad y coexistencia con otras enfermedades de

transmision sexual como la causada por el VHS tipo 2 y Chlamydia trachomatis'¢3170,

2.10.1.1 Microbiota y persistencia del VPH

En los ultimos afios ha surgido nueva evidencia que sugiere que el estado
de la microbiota vaginal juega un papel muy importante en la persistencia o la
eliminacion del VPH. La disbiosis vaginal crea un ambiente propicio para
distintos patogenos que generan un ambiente de inflamacion persistente que
fomenta la carcinogénesis®. Ademas existe un mayor estrés oxidativo que puede
facilitar la integracion del VPH en el ADN de las células del huésped, paso
necesario para la progresion de las lesiones intraepiteliales cervicales (CIN)2.
Segun un meta-analisis realizado en el 2011, en las mujeres con VB de repeticion
hay mayor deteccion del VPH (OR 1.4), pero no esta claro si este propicia la
disbiosis o sucede a la inversa'”!. Por otro lado, la VB provoca un aumento de las
enzimas que desintegran la mucina presente en el flujo vaginal, eliminando asi la
capa de proteccion natural del epitelio y generando pequenas lesiones en el
mismo, haciéndolo mas vulnerable a la penetracion del VPH!!. También se cree
que la VB puede estar relacionada con la persistencia y reactivacion viral debido a
la escasa respuesta inmune local y deplecién de leucocitos vaginales que se

observa en esta disbiosis!”!.

Segun la evidencia cientifica disponible actualmente, las especies de
microorganismos que se han visto relacionadas de manera positiva y negativa con
el VPH y las lesiones que éste origina se encuentran reflejadas en la Tabla 10.
Entre las especies asociadas con la persistencia viral cabe destacar el L. iners que, a
diferencia de otros de su género, carece de un elemento esencial con efecto
bactericida y viricida como el peroxido de hidrégeno?*. Ademas, L. iners segrega
acido lactico-L, que cuando es predominante sobre la otra isoforma producida por
L. crispatus, acido lactico-D, activan proteinasas que alteran la barrera epitelial

cervical permitiendo la penetrancia del VPH'2. Por ultimo, esta especie no
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presenta una defensa adecuada frente a anaerobios y forma parte de un
vaginotipo de transicion entre la normalidad y la disbiosis®.

Por otro lado, L. crispatus es la especie respaldada por un mayor ntiimero
de estudios por presentar una mayor asociacion inversa entre CIN y VPH!217317,
Este microorganismo es el predominante en el vaginotipo I° que cuenta con el pH
mas acido de todos, produce perdxido de hidrégeno, y ademads, presenta una
resistencia importante a la presencia de otras bacterias?. Un reciente meta-
analisis'”® muestra la asociacion inversa entre la disminucion de la poblacion de

Lactobacillus, especialmente de L. crispatus, y la positividad del VPH7417,

VPH Microorganismos asociados

Eliminacién viral L. crispatus 7312173175 [, gasseri'’®,
Ureaplasma urealyticum?*, Eubacterium
eligens'’4, Gardnerela vaginalis'’, L.

jensenii'””y L. coleohominis'”’.

Como probioticos: L. casei'”® (oral), L.
rhamnosus BMX 5417° (vaginal).

Persistencia viral L. Iners 173175176 Gardnerella vaginalis'’s,
Atopobium'76, Prevotellal?, L. johnsoniil?4,

Haemophilus'7, Mycoplasmataceae’”.

Lesiones cervicales Microorganismos asociados
Lesiones intraepiteliales cervicales en L. iners'>173, Megasphaera elsdenii'’>,
general Shuttleworthia satelles'’>, Gardnerella
vaginalis’2.

Géneros Atopobium™ y Sneathia'.

Lesiones intraepiteliales cervicales de alto | Sneathia sanguinegens'??, Peptostreptococcus

grado anaerobius'’?, Anaerococcus tetradiust’”’

Cancer cervical Género Fusobacterium (especialmente

Fusobacterium necrophorum)'?>y L. iners'?3.

Tabla 10. Microorganismos asociados a la presencia y eliminacién del VPH y sus

lesiones cervicales.
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Brotman et al'7® realizaron un ensayo longitudinal durante 16 semanas en
mujeres premenopausicas para estudiar la relacion entre el VPH y la microbiota
presente mediante muestreos vaginales bisemanales. Inicialmente, se observo la
presencia del VPH con mayor frecuencia en las mujeres con vaginotipos III y IV
(70% aproximadamente en cada grupo), mientras que las pertenecientes a los
vaginotipos I y II lo presentaban en un 45 y 12% respectivamente!?. Al finalizar el
estudio, observaron una mayor persistencia viral en las pacientes con vaginotipo
IV (mayor diversidad, deplecién lactobacilar y alta presencia del género
Atopobium)'7¢. Las microbiotas dominadas por L. gasseri (vaginotipo II),
presentaron la mayor negativizacion del VPH'. Arokiyaraj S et al'”* llevaron a
cabo un estudio similar, donde siguieron a 41 mujeres por 6 meses comparando
las muestras vaginales basales con las obtenidas al finalizar el ensayo. El L.
crispatus fue observado con mayor frecuencia en las pacientes VPH negativo. Las
especies predominantes en las mujeres que eliminaron el VPH fueron Eubacterium
eligens, Gardnerella vaginalis y Ureaplasma urealiticum'’*. Este hallazgo puede estar
relacionado con que la mayor reaccion inflamatoria causada por estas bacterias
puede tener un papel anti-viral importante'”. L. johnsonii, el género Haemophilus y
la familia Mycoplasmataceae fueron los microorganismos que se correlacionaron de

forma positiva con la persistencia viral'”*(Tabla 10).

2.10.1.2 Lesiones intraepiteliales cervicales

Las bacterias mas comunmente asociadas con el CIN se encuentran
reflejadas en la Tabla 10. Oh HY et al’?, analizaron la composicién de la
microbiota vaginal de 120 mujeres sanas y con CIN mediante el estudio del gen
16S rARN. El riesgo de CIN se incrementdé en mujeres con microbiotas dominadas
por L. iners, Atopobium vaginae, Gardnerella vaginalis y deplecion de L. crispatus'2'7,
En relacion a G. vaginalis, estos resultados son contradictorios a los hallazgos de
Arokiyaraj et al'* que la asociaron de forma significativa con la eliminacion del
VPH, por lo que se precisan mas estudios al respecto. El estudio de Mitra A et al,
mostrd una asociacion entre el vaginotipo IV (grupo de diversidad) y CIN, siendo
dos veces mas comun en mujeres con LSIL (Lesion Intraepitelial Escamosa de Bajo
grado), tres veces en HSIL (Lesion Intraepitelial Escamosa de Alto grado) y cuatro

veces mas frecuente en mujeres con cancer cervical al compararlo con el grupo
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control'””. En general, mientras mas diversidad de la microbiota y menos
Lactobacillus, se encontraron lesiones mas graves sin poder establecer una relacion
de causalidad'””. Por otro lado, Audirac-Chalifour A et al'”> proponen un patron
de cambio en la microbiota vaginal seguin el estadio de la enfermedad (Figura 7),
encontrando el L. crispatus como microorganismo predominante en pacientes VPH
negativo y, en pacientes VPH positivo sin lesiones, L. iners. Con la aparicion de
CIN, se puede encontrar una mayor variedad de microorganismos dominados
por el género Sneathia, mientras que en estadios avanzados de cancer cervical
predomina el género Fusobacterium'”>. La especie F. necrophorum solo se aislé en
los casos de cancer cervical'”>. Existen varios estudios que asocian éste género con
canceres de otras localizaciones como el colorrectal'®. Otro hallazgo relevante fue
la correlacion encontrada entre Fusobacterium y el aumento de IL-4 y TGF-31
(factor de crecimiento tumoral - $1) que, junto con otras citoquinas, pueden
producir una disminucion de la inmunidad local ideal para fomentar la

carcinogénesis'’.

En esta linea, las oncoproteinas del VPH también juegan un papel
importante en la modulacion de la inmunidad local. La oncoproteina E2 induce a
las células infectadas a producir IL-10 y TGF-f1, también inmunosupresoras's'.
Ademas, E6 y E7 intervienen en la proliferacion y transformacion celular maligna.
Estas oncoproteinas se unen respectivamente a la proteina p53 y a la del
Retinoblastoma encargadas de controlar el ciclo celular, evitando asi la apoptosis
de las células con alteraciones genéticas y permitiendo el crecimiento celular
descontrolado que se observa en las neoplasias. Actualmente, existen dos estudios
in vitro en los que se ha evidenciado una disminucién de la expresién de los
oncogenes E6 y E7 con la administracion de probiodticos con Bifidobacterium
adolescentis SPM1005-A'®? y de Lactobacillus crispatus SJ-3C-US, L. jensenii ATCC
25258y L. gasseri ATCC 985741,
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Citologia y Citologia normal Cancer Cervical
VPH negativo VPH positivo (Estadios avanzados)

Figura 7. Progresion de la microbiota seguin el estadio de la displasia cervical de
acuerdo a Audirac-Chalifour A et al'”.

2.10.1.3 VPH y probiéticos

Actualmente, existen pocos estudios disponibles donde se estudie el
impacto de formulaciones probioticas sobre el estatus de portador de VPH y CIN.
Verhoeven V et al'’$, realizaron un estudio controlado en 51 mujeres donde se
administr6 una bebida rica en L. casei Shirota (6,5x10° UFC) por 6 meses,
observandose un mayor aclaramiento del VPH (29% vs 19%) y disminucién del
doble de LSIL en relacién con el grupo control (60% vs 31%). El estudio de Palma
E et al'”®, mostrd resultados similares en 117 mujeres portadoras de VPH con VB o
VC tratadas con metronidazol o fluconazol, seguido de un tratamiento probiotico
vaginal por 3 o 6 meses formado por 10* UFC/cépsula de L. rhamnosus BMX 5417
Se realizaron citologias, test de VPH y colposcopias a los 0, 3, 6 y 9 meses. En la
visita de los 3 meses, no se encontraron diferencias entre ambos grupos'”. Sin
embargo, tras finalizar el periodo de seguimiento los resultados mostraron una
tasa de eliminacion del VPH del 11% en el grupo tratamiento corto frente al 31%
en el grupo de tratamiento largo. Ademads, se encontré una reduccion del LSIL

dos veces superior en el ultimo grupo (37% vs 79%)'7.

Desafortunadamente, la persistencia de la infeccion esta vinculada a una
serie de factores, la mayoria no modificables, lo que reduce las estrategias
terapéuticas que tenemos para ayudar a combatir esta infeccion. Precisamente,
aqui es donde los probidticos juegan un papel fundamental consiguiendo un
balance en la microbiota para facilitar la eliminacion del virus y sus lesiones
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premalignas. Se necesita de mayor evidencia para dilucidar si una alta diversidad
bacteriana en el entorno vaginal es la causa o la consecuencia de la persistencia
del VPH y la progresion del CIN. Seria interesante estudiar si el analisis de la
microbiota de estas pacientes podria ser una herramienta viable para detectar las
que pertenezcan a grupos de alto riesgo para la progresion de la displasia
cervical. Asi se puede incentivar medidas preventivas como la vacunacion del
VPH en pacientes con disbiosis vaginal persistente'”!, administracion de
probioticos a largo plazo, seguimiento mas estrecho del CIN de estas pacientes,

entre otros.

2.10.2 Cancer de endometrio

El cancer de endometrio representa el tercero en frecuencia dentro de las
neoplasias ginecologicas tras el de mama y cérvix, con una incidencia de 382.100
casos y una mortalidad de 89.900 alrededor del mundo en el afio 2018'%°. Entre los
principales factores de riesgo para su aparicion se encuentra la hormonoterapia
con estrégenos, Sindrome de Lynch II, antecedente de cancer de mama,
tratamiento con tamoxifeno, obesidad, hipertension arterial, diabetes mellitus,

menopausia tardia, nuliparidad, menarquia precoz, entre otros'®.

En la literatura actual, existen pocos estudios que analicen la relacion entre
la microbiota y el cancer de endometrio. En 2016, Walther-Anténio MR et al'®
realizaron un estudio en pacientes con patologia benigna uterina, hiperplasia y
cancer endometrial mediante muestreo de todo el tracto genital femenino y su
andlisis mediante secuenciacion del gen 165 rADN . Encontraron diferencias
claras entre la microbiota presente en las pacientes con patologia benigna y las
que padecian hiperplasia o cancer, pero no se observaron diferencias entre estas
dos ultimas dreas'®. En los casos de benignidad, a nivel endometrial se
encontraron géneros como Shigella, Barnesiella, Staphilococcus, Blautia 'y
Parabacteroides, mientras que en vagina Lactobacillus, Prevotella, Stenotrophomonas y
Shigella fueron los microorganismos mas frecuentes'®‘. Las pacientes con patologia
maligna presentaron predominancia de Bacteroides y Faecalibacterium en las
muestras endometriales, y en las vaginales, se aislaron algunos géneros asociados

a disbiosis como las Porphiromonas'®*. Asi mismo, se observd una correlacion
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positiva entre el cancer endometrial y un pH vaginal elevado (> 4,5), presencia de
Atopobium vaginae y Porphiromonas en el tracto genital femenino'®. En las muestras
vaginales, la coalicion de estas dos especies tuvo hasta un 90% de sensibilidad y
especificidad para el cancer de endometrio’®. El género Porphiromonas se ha visto
asociada a otros canceres como el colorrectal®, el orofaringeo'® y puede ser
también un inductor del cancer endometrial’®. Ademads, se encontré una
uniformidad en la microbiota de todo el aparato genital femenino y las muestras
de heces obtenidas de cada paciente, hecho que puede explicarse por una posible
migracion bacteriana entre los distintos nichos o caracteristicas particulares de las
pacientes que seleccionan su microbiota particular'®. El estudio de Walsh DM et
al'®”, mostrd resultados similares tras estudiar la microbiota de todo el tracto
genital femenino en mujeres con cancer de endometrio, hiperplasia y en el grupo
control. Observaron que factores de riesgo del cdncer de endometrio como la
menopausia y obesidad, ademas del pH vaginal >4,5 afectaban el estado de la
microbiota, aumentando su diversidad'®’. Entre los géneros mas frecuentemente
aislados se encontraron Anaerococcus, Peptoniphilus 'y Porphyromonas'®.
Especificamente, se encontré6 una fuerte correlacion de la presencia de
Porphyromona somerae vaginal con el cancer de endometrio, con una alta
sensibilidad y especificidad (74% y 63%)'®, aproximable al de la citologia
cervicovaginal para CIN (55.4% y 94.1%)'®. Por este motivo, se plantea la
deteccion de esta bacteria como posible marcador del cancer de endometrio
mediante una prueba no invasiva en pacientes con factores de riesgo, aunque se
precisan mas estudios para su validacion en la practica clinica habitual'®’.

Por ultimo, Dossus L et al'® hacen referencia a que el aumento de riesgo
que representa la obesidad en el cancer endometrial puede deberse a un ambiente
inflamatorio crénico. Este riesgo se vio incrementado cuando lo hacia la Proteina
C Reactiva, IL-6 e IL-1Ra'®. El efecto de los probidticos sobre la inflamacion del
tracto genital superior y la prevencion del cancer atin no se ha dilucidado, pero

podria ser un enfoque interesante para futuros ensayos clinicos.
2.10.3 Cancer de ovario

El cancer de ovario representa el cuarto en frecuencia dentro de las

neoplasias ginecoldgicas tras el de mama, cérvix y endometrio con una incidencia
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de 295.400 casos y una mortalidad que alcanzo las 184.800 defunciones en todo el
mundo en el ano 2018'®. Entre los principales factores de riesgo para padecer esta
neoplasia se encuentran la postmenopausia, nuliparidad, los tratamientos de
fertilidad con inductores de la ovulacién, antecedentes familiares de cancer de

ovario, historia de cancer de mama, endometrio y colon principalmente!®.

En los tltimos anos, se han realizado algunos estudios sobre el oncobioma
del cancer de ovario aunque adn se precisa de ensayos de intervencidon sobre la
microbiota. Bo Z et al en 2019%, publicaron un estudio que compar¢ la microbiota
encontrada en muestras de cancer de ovario y la de trompas de Falopio normales,
detectando menor variedad de microorganismos en las primeras®. El phylum
mas recurrente en las muestras de cancer de ovario fue Proteobacteria, dentro del
cual, Acinetobacter iwoffi fue la especie mas frecuentemente encontrada. Sin
embargo, el phylum Firmicutes y la especie Lactococcus piscium fueron las mas
prevalentes en las muestras normales®. Se encontraron resultados similares en el
estudio realizado por Banerjee S et al en 2017%, donde aislaron una serie de
microorganismos que solo estaban presentes en pacientes con cancer de ovario, y
por lo tanto, pueden estar relacionados con su génesis®. En cuanto a los virus,
Retroviridae fue el mas frecuentemente aislado. También encontraron la presencia
del VPH 16 y 18 insertados unicamente en el genoma de los especimenes
cancerigenos®. Los phylum bacterianos predominantes fueron Proteobacteria en
mas de la mitad de los casos y Firmicutes en 1/5 de ellos. Burkholderia,
Sphingomonas, Enterococcus, Staphilococcus y Treponema fueron algunos de los
géneros bacterianos detectados en mas del 90% de las muestras y otros como
Brucella, Chlamydia y Mycoplasma en un 60-70% de los casos®. Por ultimo, cabe
destacar Cladosporium y Dyphylium que representan los géneros de hongos y
parasitos encontrados en todos los pacientes con cdncer®. Ambos grupos de
autores concluyen que la disbiosis puede fomentar la carcinogénesis mediante la
inmunosupresion local, a la vez que el tumor puede propiciar un entorno
microbiano favorable para la progresion neoplasica®®.

Nené NR et al'!, encontraron que en pacientes con cancer de ovario y
aquellas sanas con factores de riesgo como edad avanzada o mutacion BRCA1
tenian una microbiota cervicovaginal no dominada por Lactobacillus. Ademas, las

pacientes con mas de 50 anos que usaron anticonceptivos orales al menos 5 afios,
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presentaban un entorno vaginal dominado por Lactobacillus, por lo que se piensa
que su uso puede retrasar la deplecion lactobacilar asociada a los casos
oncoldgicos. Por tanto, se postula la hipotesis de que mantener un equilibrio en el
entorno vaginal podria desempefiar un papel en la prevencion de la oncogénesis
del tracto genital superior. Finalmente, Miles SM et al®, mencionan que la
reduccion del riesgo de cancer de ovario relacionada con la salpinguectomia
bilateral total podria estar asociada a la eliminacion de microorganismos

patdgenos que pueden promover la carcinogénesis.

2.10.4 Tratamientos oncolégicos

La microbiota humana presenta una gran variabilidad interindividual e
intraindividual a lo largo del tiempo y es influenciada por nuestra dieta, factores
ambientales y genéticos, toma de medicamentos como antibidticos, probidticos,
entre otros. Esto puede explicar la diferente respuesta que existe entre los
pacientes ante la administracion del mismo tratamiento'2. Tanto la composicion
de la microbiota, las enzimas que metabolizan los farmacos influenciadas por la
microecologia, el estado de la barrera epitelial intestinal y la capa protectora de
mucina pueden modular el metabolismo, toxicidad, absorcion y efecto que los

medicamentos tienen en el huésped’*.

En cuanto al tratamiento del cdncer, una revisidon reciente plantea un
modelo para el estudio de la microbiota presente en tejidos, heces, orina y otros
fluidos corporales antes del inicio de las terapias oncoldgicas mediante
secuenciacion del gen 16S rARN y otros andlisis funcionales'®. De esta manera se
puede optimizar la microbiota del huésped, mejorar su respuesta al tratamiento y
evitar o disminuir los efectos secundarios farmacoldgicos'*1%. Los autores
refieren que la disbiosis causada por algunos tratamientos oncologicos puede
afectar el éxito de otras terapias empleadas posteriormente!*. Asi, la composicion
de la microbiota intestinal puede llegar a predecir el éxito de estos tratamientos.
También se ha observado que los pacientes con baja diversidad microbiana
intestinal son mas susceptibles a presentar cuadros infecciosos'®. Sin embargo, se
necesitan mas estudios para poder aplicar una atencion médica personalizada

(dieta dirigida, probidticos, prebidticos, entre otros) en la practica clinica como
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una herramienta valida para el tratamiento del cancer a través de la mejora de la

microbiotal®1%,

Existen varios estudios que demuestran la eficacia de los probidticos en la
prevencion de los sintomas gastrointestinales relacionados con la quimioterapia.
Osterlund P et al, administraron comprimidos orales de L. rhamnosus GG (1-2x10%°
UFC/dia) y fibra guar gum vs placebo a pacientes con cancer colorrectal durante
su tratamiento quimioterapico con 5-Fluorouracilo (24 semanas)'®>. Los pacientes
del grupo probidtico presentaron menores episodios de diarrea (22% vs 37%),
menos molestias intestinales y precisaron menos ajuste de dosis del
quimioterdpico por mala tolerancia'®. No se observaron efectos adversos
relacionados con la ingesta del probidtico y la fibra administrada no cambi¢ la
tolerancia al tratamiento oncologico. Wada M et al'®®, realizaron otro ensayo
similar en poblacion pediatrica sometida a tratamiento quimioterdpico, donde se
administrd Bifidobacterium breve (Yakult®) vs placebo. Los pacientes del grupo
probidtico presentaron menos episodios febriles y precisaron menor

antibioterapia intravenosa en comparacion con el grupo control'®.

Recientemente, se ha observado el importante papel que juega la
microbiota intestinal en la eficacia de algunos tratamientos inmunoterdpicos.
Pinato DJ et al en 2019", publicaron un estudio que muestra la impresionante
reduccién en la supervivencia global de pacientes oncoldgicos (cancer de pulmon
no microcitico, melanoma, entre otros) que recibieron antibidticos antes del
tratamiento con Inhibidores del punto de Control Inmunitario (ICI) vs no
antibioterapia (2 vs 26 meses)'””. Estos resultaron fueron similares
independientemente del tipo de tumor'”. No se observaron diferencias con la
administracién concomitante de antibidticos con ICI'”. Ademads, el grupo con
antibioterapia previa presentd mayor resistencia al tratamiento (81% vs 44%). Los
autores comentan que este resultado podria estar asociado al impacto que los
antimicrobianos pueden causar en nuestra microbiota e inmunidad contra el

cancer?’,
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CAPITULO III - OBJETIVOS CIENTIFICOS E HIPOTESIS

3.1 Objetivos principales

v' Analizar la composicion de la microbiota vaginal basal como un estudio
longitudinal en una poblacion de mujeres fértiles.

v' Determinar la presencia de Lactobacillus rhamnosus CECT 8800 en la
microbiota vaginal tras la ingesta del producto probiotico, definido como

el porcentaje de pacientes en las que se detecta, en ambos grupos.
3.2 Objetivos secundarios

v' Estudiar la evolucién de la microbiota vaginal, a través de la comparacion
de los niveles antes y después de la intervencidn, en ambos grupos.

v" Estudiar la evolucion del género Lactobacillus en la microbiota vaginal, a
través de la comparacion de los niveles antes y después del periodo de
intervencién, en ambos grupos.

v" Estudiar la evolucion de la especie Lactobacillus rhamnosus en la microbiota
vaginal, a través de la comparacion de los niveles antes y después del
periodo de intervencion, en ambos grupos.

v Evaluar los cambios producidos en los vaginotipos, definido como el
porcentaje de pacientes pertenecientes a cada uno de ellos en ambos

grupos, antes y después del periodo de intervencion.
3.3 Hipotesis
v" La cepa Lactobacillus rhamnosus CECT 8800 administrada via oral es capaz

de colonizar y optimizar la microbiota vaginal de las pacientes de forma

superior al placebo tras un periodo de tratamiento de 4 semanas.
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CAPITULO 1V - MATERIAL Y METODO

4.1 Disenio del estudio

En este trabajo analizamos ampliamente la microbiota vaginal en su
estado basal y el impacto que ejerce sobre esta la ingesta de probidticos via oral
mediante un estudio de intervencién, controlado con placebo, randomizado,

doble-ciego, en una poblacion de mujeres fértiles.
4.2 Producto probioético a estudio
4.2.1 Descripcion
El producto a estudio es un probidtico en formato de cdpsula oral que
contiene la cepa Lactobacillus rhamnosus CECT 8800 en concentracion igual o
superior a 1x10'° UFC/dosis.
4.2.2 Composicion
Las capsulas vegetales estdn compuestas de hidroxipropilmetilcelulosa y
contienen:
v" Probidtico (Lactobacillus rhamnosus CECT 8800; 100 mg).
v Maltodextrina (170 mg).

v' Estearato de magnesio (4,35 mg).

El placebo utilizado contiene tnicamente maltodextrina, en un formato

idéntico al probidtico.
4.2.3 Dosis y modo de empleo

v" La dosis diaria del producto fue de una capsula oral al dia.
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v' Las capsulas son de un tamano adecuado para ser deglutidas con
facilidad.

v" Las capsulas se pueden abrir, vertiendo el contenido en un vaso con un
poco de agua.

v' Se recomendo a las pacientes evitar su toma junto con bebidas calientes.

v" El producto fue almacenado en un lugar fresco, seco y alejado de la luz.
4.2.4 Efectos adversos

No se han registrado efectos adversos significativos tras el consumo de
este probiotico. Estudios anteriores han descrito leves molestias digestivas en los

primeros dias de la toma.
4.3 Muestra
4.3.1 Seleccion de la muestra de pacientes

Se siguid un tipo de muestreo no probabilistico secuencial en el que se
fueron seleccionando las primeras 80 pacientes que acudieron a la Consulta de
Ginecologia General y del Tracto Genital Inferior del Hospital Universitario de
Torrevieja que cumplian los criterios de inclusién y ninguno de los de exclusion
descritos mas adelante. El proceso de captacion de pacientes continu6é hasta
alcanzar el tamafio muestral deseado. El periodo de reclutamiento fue de
Noviembre del 2018 a Mayo del 2019.

4.3.2 Calculo de l1a muestra

Los principales factores que se han tenido en consideracion para el calculo

muestral son:

v" El tamafio de la diferencia entre las variables a medir de los dos grupos
para poder detectarla.

v' La variabilidad existente en el factor de interés a analizar.
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v' El valor “p” que se tiene previsto utilizar como criterio de significancia
estadistica (riesgo alfa).
v La “seguridad” para detectar una diferencia estadisticamente significativa,

en el supuesto de que esa diferencia exista (potencia = 1 - riesgo beta).

Se incluyeron en el analisis final de datos (sujetos evaluables) todas las
pacientes que finalizaron las visitas programadas para el estudio, mientras que el
resto fueron excluidas, no siendo sustituidas por nuevas pacientes una vez

retiradas del estudio.

El software utilizado para el célculo del tamafio muestral ha sido el
programa R version 3.4.3. Este cédlculo se ha realizado aceptando como
clinicamente significativa una diferencia igual o superior al 25% entre los
porcentajes de pacientes que obtienen una respuesta favorable (presencia de la
cepa Lactobacillus rhamnosus CECT 8800 en la microbiota vaginal) en cada grupo
de intervencion, teniendo en cuenta que la respuesta esperada en el grupo
placebo fue del 4% y del 44% en el grupo de intervencion. Ademas, se ha
considerado un ratio de distribucion entre el grupo de intervencion y el placebo

de 1:1 y una tasa de pérdidas de seguimiento del 10%.

Con todas estas consideraciones y asumiendo un error de tipo I de 0.05 y
una potencia de 0.8 en el marco de un contraste bilateral, se obtiene que es
necesario incluir a 80 pacientes (40 sujetos por grupo), para detectar diferencias
estadisticamente significativas (p<0,05) entre los grupos de tratamiento.

Para contrastar si existe una diferencia estadisticamente significativa entre
las proporciones de respuesta favorable asociadas a los dos grupos de tratamiento
se empled el test exacto de Fisher. Este contraste no paramétrico tiene como
principal bondad que ofrece un célculo exacto de la probabilidad del estadistico
Chi-cuadrado, a diferencia de la prueba Chi-cuadrado de Pearson que nos ofrece

una aproximacién a la misma.
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4.3.3 Criterios de inclusion y exclusion

A continuacién, se detallan los criterios de inclusion y exclusién que

definen la poblacion que fue candidata a participar en el estudio.

4.3.3.1 Criterios de inclusion

Los sujetos deben cumplir todos los criterios de inclusion siguientes:
v Mujeres en edad fértil (de una edad igual o superior a 30 afios).

v" Mujeres sin diagndstico clinico de vaginosis.

4.3.3.2 Criterios de exclusion

Las participantes no deben cumplir ninguno de los siguientes criterios de

exclusion:

v

Mujeres embarazadas, en periodo de lactancia o que no se comprometan a
utilizar un método anticonceptivo de barrera.

Uso de espermicidas o anticonceptivos (dispositivos intrauterinos,
subdérmicos, vaginales u orales).

Consumo de antibidticos en las dos semanas previas al comienzo del
mismo.

Contraindicacion para la toma del producto o alguno de sus excipientes.
Consumo de probiodticos, por via oral o vaginal, en los dos meses

anteriores al comienzo del estudio.

4.4 Variables a estudio

4.4.1 Variables principales

v

Deteccion de la cepa Lactobacillus rhamnosus CECT 8800 en la microbiota
vaginal.
Composicion de la microbiota vaginal a nivel de phylum, familia, género y

especie.
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4.4.2 Variables secundarias

v" Porcentaje del género Lactobacillus presente en la microbiota vaginal.

v" Porcentaje de Lactobacillus rhamnosus presente en la microbiota vaginal.

v' Porcentaje de Lactobacillus rhamnosus CECT 8800 presente en la microbiota
vaginal.

v Porcentaje de las especies patdgenas vaginales Gardnerella wvaginalis,
Atopobium vaginae, Streptococcus agalactiae y Cutibacterium acnes presentes
en la microbiota vaginal.

v' Seguridad: numero de eventos no graves y eventos graves atribuidos por

el investigador al probidtico en estudio.
4.5 Disefio y desarrollo del estudio

El estudio const6 de un periodo de intervencion con el producto a estudio
(o el placebo en su caso) de 4 semanas. Durante el estudio, cada paciente acudié a
dos visitas: inicial (antes de comenzar el consumo del producto) y final (tras
finalizar las 4 semanas de intervencion), en las que se realizé6 una toma de
muestra vaginal. Dada la complejidad de obtener muestras a tiempo intermedio
en mujeres sanas, se incluy¢ la posibilidad de realizar una visita intermedia de
control opcional a las 2 semanas desde el comienzo del tratamiento. En la Tabla 11

se refleja el esquema del disefio del estudio.
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<3
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Visita

Semana

Hoja de informacion al paciente

Firma del consentimiento informado

Criterios de inclusion y exclusion

Aleatorizacion

Entrega del producto

Historia clinica del paciente

Tratamiento farmacoldgico del paciente

XXX XXX |X[X|=

Toma de muestra vaginal

<

Acontecimientos adversos

Recuento del producto sobrante X

Tabla 11. Esquema del disefio del estudio

4.5.1 Visita 1. Entrevista de reclutamiento o inicial (Semana 0/1)

Con el fin de reclutar pacientes, se inform¢ del estudio a todas las
mujeres que acudieron a la Consulta de Ginecologia General y del Tracto
Genital Inferior del Hospital Universitario de Torrevieja. A las pacientes
interesadas, se les entregd la Hoja de Informacién al Paciente (Anexo 1) que
contiene informacion detallada sobre el estudio y las implicaciones de su
participacion a fin de que pudiera firmar el Consentimiento Informado (CI) si
asi lo deseara (Anexo 2). Antes de firmar, las pacientes tuvieron tiempo
suficiente para leer, considerar la informacion detallada y hacer las preguntas
que desearan al investigador. Una vez firmado por duplicado el CI, se les
realizo la entrevista inicial de su historia clinica, donde se comprobd que
cumplian con todos los criterios de inclusién y ninguno de los de exclusién
(ver apartado 4.3.3 Criterios de inclusidn y exclusion). También se realiz6 un

test de embarazo en orina.

El investigador procedido a asignar a cada una de las pacientes el

siguiente numero de participante correspondiente en el estudio y, segun la
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lista de aleatorizacion previamente elaborada, se les asigno el tratamiento que
recibirfan durante el estudio. Esta lista estuvo a cargo de una persona
responsable ajena al estudio con la que el investigador contact6 cada vez que

debia incluir un nuevo paciente.

Asi mismo, en esta visita inicial, se procedié a realizar un examen
ginecoldgico mediante especuloscopia para descartar si existia cualquier signo
de vaginosis bacteriana como flujo patoldgico, eritema o edema local. En caso
de resultar negativo, se tomo la primera muestra vaginal, siguiendo el
procedimiento descrito en el Anexo 3!%. Para ello se empled el equipo de
recogida (Figura 8) que consiste en un hisopo y un recipiente con 1ml de un
estabilizador de ADN y ARN bacteriano. No se tomaron muestras durante el
periodo menstrual. Se procedié inmediatamente a la correcta identificacion de

la muestra, sefialando:

v Elntimero del paciente en el estudio.
v" Identificacion de la muestra como perteneciente al
Hospital Universitario de Torrevieja.

v Lavisita a la que corresponde la muestra.

Figura 8. Equipo de recogida de la muestra. OMNIgene ®* VAGINAL (OMR-
130, DNA Genotek).
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Las muestras se preservaron a -30°C durante un maximo de 6 meses antes
de ser analizadas y fueron transportadas al laboratorio en un contenedor de

temperatura controlada manteniendo la cadena de frio en todo momento.

4.5.2 Visita 2 o intermedia (Semana 2)

Como se ha comentado previamente, dada la complejidad de obtener
muestras a tiempo intermedio en mujeres sanas, se incluyo la posibilidad de
evaluar pacientes en una visita intermedia (2 semanas desde el comienzo del
tratamiento), no siendo esta visita obligatoria para la paciente participante. En

esta visita inicamente se tomo una segunda muestra vaginal.
4.5.3 Visita 3 o final (Semana 4)

La visita final se realizo hasta cinco dias después de haber finalizado las
cuatro semanas del periodo de tratamiento. Solo en caso de que la paciente
estuviera menstruando, se retraso la visita hasta finalizar el sangrado. En esta
visita, se realiz6 la toma de la tltima muestra vaginal y se registraron los posibles
acontecimientos adversos, especificando fecha de comienzo y finalizacion,
ademads de si hubo tratamientos adicionales recibidos. Por ultimo, se recogid el
producto a estudio sobrante de cada paciente, a fin de poder calcular el

cumplimiento del tratamiento.

4.6 Proceso de aleatorizacion y enmascaramiento

El presente estudio clinico fue aleatorizado y doble ciego, por lo que el
tratamiento se asigné de forma aleatoria y al azar a las pacientes y ni ellas ni el
investigador del estudio conocian el tratamiento asignado. Las cajas de
tratamiento estaban etiquetadas de forma codificada y no mostraban signos
distintivos del grupo de tratamiento, como se observa en la Figura 9.
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Figura 9. Caja de tratamiento codificada e idéntica para ambos grupos de

tratamiento. Cada caja contiene un total de 30 capsulas.

En la Visita 1, las pacientes fueron aleatorizadas a cada uno de los dos
grupos de intervencion en proporcion 1:1 (probabilidad de 50% para el grupo de
intervencion y 50% para el grupo placebo), para minimizar el desequilibrio entre
grupos. Estas listas fueron custodiadas por la persona responsable de la
aleatorizacion, ajena al equipo investigador y estuvieron ocultas al personal
investigador y a las participantes del mismo. El responsable de aleatorizacion era
el encargado de proporcionar al investigador el numero de la paciente y el codigo

de tratamiento asignado en cada caso.
4.7 Recogida de datos

La recogida de datos se realiz6 de forma codificada en el Cuaderno de
Recogida de Datos (CRD) (Anexo 4) tinico para cada paciente que se cumplimentd
en el momento de la entrevista. Tras la aleatorizacién, se colocd la pegatina
correspondiente al grupo de tratamiento codificado al cual fue adjudicada la
paciente en la pagina 7 del CRD.

Todos los datos que figuran en el CRD, asi como el resto de la historia
clinica de cada paciente también se reflejo en el programa informatico de historias

clinicas Florence al que solo accedi6 el investigador encargado de incorporar a
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dicha paciente en el estudio. Para ello se siguié la Regulaciéon de la Unién
Europea de proteccion de datos 2016/679.

4.8 Analisis de las muestras

4.8.1 Extraccion, amplificacion y secuenciacion del ADN.

A vpartir de las muestras vaginales, se obtuvo ADN de alta pureza
empleando el kit comercial (DNeasy Blood & Tissue Kit, Qiagen, Hilden,
Germany) y el protocolo de extraccion para muestras bioldgicas basado en una
lisis enzimatica y una posterior fisica para evitar sesgos entre bacterias Gram
positivas y negativas. Se realizéd un analisis para comprobar la calidad de la
extraccion y la concentracion del ADN mediante Nanodrop.

A continuacidn, se construyeron genotecas a partir de productos de la PCR
obtenidos de la regidon hipervariable V3-V4 (459 bp) de la subunidad 16S del
ribosoma bacteriano (ARNr 16S) (Figura 10), con el objetivo de capturar el ADN
bacteriano. Este procedimiento se realizd segun el protocolo 16S rDNA gene
Metagenomic Sequencing Library Preparation Illumina protocol (Cédigo 15044223
Revision A), de la empresa Illumina (California, Estados Unidos)'®. La seleccion
de los cebadores fue realizada tomando como referencia el estudio de Klindworth

y colaboradores (Figura 11)2°.

Secuencia del primer Regiones constantes

Vi V2 V3 V4 V5 Ve V7 V8 V9

. . Regiones variables
Regiones diana

Figura 10. Region secuenciada dentro del gen 16S ARN ribosomal.
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16S Amplicon PCR Forward Primer = 5'
TCGTCGGCAGCGTCAGATGTGTATAAGAGACAGCCTACGGG
NGGCWGCAG

16S Amplicon PCR Reverse Primer = 5'
GTCTCGTGGGCTCGGAGATGTGTATAAGAGACAGGACTACH
VGGGTATCTAATCC

Figura 11. Secuencias completas de los cebadores directo (forward) y reverso
(reverse) utilizados segin la Nomenclatura de nucledtidos estandar IUPAC
empleada en la secuenciacion del gen ARNr 16S bacteriano del protocolo

[Muminal?®:2%0,

El andlisis de este gen se emplea habitualmente en la identificacion y
diferenciacion taxondémica de especies bacterianas que se encuentran
filogenéticamente cercanas entre si. Cada genoteca fue marcada con una etiqueta
de identificacion molecular (MID) y secuenciada en el equipo secuenciador MiSeq
Sequencer (Illumina). Este procedimiento se ejecutd en una combinacién de 300PE
(Paired End) para obtener un minimo de 50.000 lecturas por muestra. La longitud

promedio fue de 350-550 nucledtidos.
4.8.2 Analisis bioinformatico

Tras la obtencion de las secuencias, se llevd a cabo el analisis bioinformatico

inicial, que incluy¢ los pasos sefialados a continuacion.
4.8.2.1 Analisis primario

v Control de calidad de las secuencias y eliminacion de los cebadores de

secuenciacion.
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Para la anotacion de las secuencias obtenidas en el proceso de
secuenciacion previamente se realizan una serie de pasos de control de calidad de
las mismas:

El primer paso se centrd en la limpieza de las secuencias. Debido a la
forma de secuenciacion, para cada una de las muestra se obtuvieron dos juegos de
secuencias, un fichero con las secuencias en una direccion (R1), y otro fichero
secuenciadas en la otra direccion (R2). Cada par de secuencias se somete a
solapamiento entre ellas, para la obtencion de una secuencia tnica y completa,

usando el programa PEAR V.09.1 (http://www.exelixislab.org/web

[software/pear) con los parametros por defecto excepto el parametro de

solapamiento minimo entre la secuencias de cada extremo que se fijé en 70nts,

obteniendo al final un tnico fichero con el total de secuencias solapadas.

Una vez obtenidas las secuencias solapadas, se procedi6 al procesamiento
por calidad de las mismas con el objetivo de eliminar aquellas secuencias de baja
calidad. Para ello primero se eliminaron los extremos de secuencias que no llegan
a la calidad de Q20. Una vez eliminados los extremos de mala calidad, se
procedid a eliminar las secuencias cuyo valor de calidad medio fuera menor de

(Q20. Las secuencias restantes fueron utilizadas en los siguientes pasos.

Con las secuencias de calidad, se procedio a la eliminacion de restos de
cebadores de amplificacion, con lo que se logré reducir el sesgo que se puede
introducir en el proceso de anotacion. Una vez los cebadores fueron eliminados,
se seleccionaron secuencias de una longitud mayor a 200nts en las secuencias de
16S ya que las secuencias de menor tamafo tienen mayor probabilidad de
asociarse erroneamente a grupos taxondmicos. Estos dos pasos se realizaron con
el programa CUTADAPT versién 1.8.1.

El ultimo paso del procesamiento por calidad fue la eliminacion de
secuencias quimeras resultantes de la amplificacion. Este paso se realiza con una
base de datos disefiada anteriormente y con el programa “Uchime”. De esta

forma obtenemos las secuencias que seran utilizadas para el proceso de anotacion.


http://www.exelixislab.org/web

CAPITULO IV: MATERIAL Y METODOS 143

4.8.2.2 Analisis secundario

v

\

Construccién de una base de datos no redundante para secuencias de
ADNrr 16S.

Alineamiento local para la anotacion de cada una de las lecturas.
Asociaciéon de cada lectura a la secuencia de la base de datos con la
maxima similitud, a distintos niveles taxondmicos (phylum, familia,
género y especie).

Construccion de curva de rarefaccion con el objetivo de asegurar que se ha
alcanzado el plato de identificaciones taxondmicas.

Listado de las bacterias presentes en cada grupo, a distintos niveles
taxondmicos (phylum, familia, género y especie).

Graficos de columnas y circulares con los resultados obtenidos a distintos

niveles taxonémicos (phylum, familia, género y especie).

Con el objetivo de reducir la complejidad del proceso de anotacion,

secuencias que comparten un 97% de similitud son agrupadas en una tnica

secuencia usando el programa “cd-hit” para que solo aquellas secuencias que

sean significativas sean anotadas y los resultados son aplicados al grupo de

secuencias representado por el andlisis.

A continuacion, cada uno de los grupos de secuencias fue comparado

contra una base de datos de ARNr usando la estrategia de BLAST de alineamiento

local para asociar cada grupo con uno de los grupos taxonémicos de la base de
datos?.

Para la interpretacion de los resultados es importante considerar los

siguientes puntos:

A.

El alineamiento local basico (BLAST)*" se realiza para poder asociar cada
una de las lecturas obtenidas (después de la limpieza y filtrado) a un
organismo. El paso crucial es trabajar con una base de datos bien curada,
ya que aunque tengamos muchas secuencias depositadas en las bases de
datos, la base de datos estd incompleta y hay organismos que faltan, bien

por qué no han sido secuenciados aun o bien por qué no se les ha podido
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asignar a ningin grupo taxonomico. Ademads, puede ocurrir que una
secuencia esté asociada a mas de un hit con el mismo e-valor y la misma
identidad. En este caso, se tendra en cuenta el primer hit como el mejor
hit. Por estas razones, debemos tener en cuenta que estas identificaciones
taxonomicas son el mejor resultado en el alineamiento local, lo cual no

asegura la presencia de este organismo en la muestra.

La razon por la que las secuencias de longitud corta son eliminadas del
analisis es debido a que cuanto menor sea el nimero de bases introducidas
en el paso del alineamiento local, mayor es la probabilidad de que se
parezca a alguna secuencia de la base de datos, y por ello mayor es la
probabilidad de una mala asignacion o de encontrar un falso positivo.
También existen errores de secuenciacion que pueden modificar la
asignacion a un organismo especifico por modificacion de la similitud

entre secuencias, siendo esas secuencias también eliminadas del analisis.

Para cada una de las secuencias se proporciona el porcentaje de identidad
con el hit de la base de datos, el e-valor, el numero absoluto de posiciones
idénticas del alineamiento, el nimero relativo de identidades teniendo en
cuenta el niumero total de bases del alineamiento, el nimero absoluto de
gaps en el alineamiento y el nimero relativo de gaps teniendo en cuenta el
numero total de bases del alineamiento. Los datos pueden filtrarse
dependiendo de los parametros que se consideren oportunos.

Una vez asociada cada lectura a un organismo, se realizaron distintos
andlisis y filtrados. Se agrupan las lecturas en base a phylum, familia,
género y especie. Normalmente la asociacion se realiza al nivel de phylum,
familia o género, aunque también se proporciona a nivel de especie para ir

un paso mas alla.

La base de datos se cura teniendo en cuenta los diferentes niveles
taxondmicos conforme estan descritos en la base de datos del NCBI
(National Center for Biotechnology Information). Algunos no han sido

asociados al nivel de Familia o Género debido a que no se han
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caracterizado, cultivado o son desconocidos, por lo que estos niveles se
clasifican como null. Los distintos nulls obtenidos pueden diferenciarse
entre si observando el nivel superior, siempre que éste se encuentre

descrito.

Para cada una de las muestras analizadas se realiza una Curva de
Rarefaccion. Esta curva es una comparativa entre las secuencias analizadas y el
numero de taxones detectados a distintos niveles, de forma que a mayor nimero
de secuencias mayor niimero de organismos a detectar hasta que se llegue a una
situacion de saturacion donde, en teoria, todos los organismos han sido
detectados. Si esa curva llega a la saturacion (plato) de la deteccion, todos los
organismos han sido detectados. Si por el contrario estamos en una fase
exponencial de la curva, es necesaria mas cantidad de secuencia para poder

detectar toda la variabilidad de la muestra.
4.8.2.3 Analisis terciario

Comparacién de los resultados obtenidos en cada grupo y tiempo a
distintos niveles taxondomicos (phylum, familia, género y especie), con el objetivo
de detectar poblaciones bacterianas especificas. A partir de estos resultados se
calculd la diversidad bacteriana utilizando en cada caso el indice de diversidad
que mejor se ajustaba. Esta diversidad desciende cuando una poblacion
determinada presenta una elevada densidad y se convierte en la dominante en

dicha microbiota.
4.8.2.3.1 Cuantificacion del alfa-diversidad

La alfa diversidad estima el nimero de especies presentes en un grupo de
sujetos, tomando en cuenta la riqueza y la abundancia relativa de cada una de
ellas. Segin Atlas RM??, en el caso de existir una uniformidad idéntica, el valor
de la alfa diversidad es superior cuanto mayor sea el numero de especies
diferentes presentes. Sin embargo, en el caso de igualdad de especies, el valor de
la alfa diversidad es maximo cuando la totalidad de ellas se encuentran presentes

en igual concentracion.
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En concreto, para la cuantificacion del alfa-diversidad se emplearon los

siguientes indices estadisticos:

v' El indice Shannon estima la biodiversidad especifica. Esta basado en la
abundancia relativa de sus respectivas OTUs (Unidad Taxondmica
Operativa) y como se encuentran distribuidas. Se trata de un valor
numérico positivo cuyo valor parte de 0 (una tinica especie) y aumenta
segun la diversidad es mayor. Cabe destacar que este indice puede
aumentar con el incremento en la riqueza o en el caso en el que se
genere un aumento en la equitatividad de la representacion en la

abundancia relativa de cada OTU.

v' El indice de Simpson inverso, por el contrario, tiene su fundamento en la

estructura de las comunidades bacterianas, siendo un parametro que
destaca a las especies predominantes, y en menor grado, las
infrarepresentadas, segin lo explica Hill MO?®, Este indice manifiesta la
probabilidad de que dos especies elegidas al azar de una poblacion de N
individuos deriven de distintas OTU. Un valor cercano a la unidad
expresa que existe una mayor diversidad alfa. Sin embargo, un valor
proximo a 0 indica una dominancia superior por parte de una OTU

determinada y menor heterogeneidad de OTUs.

v" El valor Chao 1 es una estimacion del ntiimero total de especies que
pueden encontrarse en la muestra basdndose en el nuimero de las
especies menos representadas en la muestra. Es un estimador de riqueza
que emplea un modelo no paramétrico basado en el niumero de OTUs
raras descrito por Chao A?*%. Nos indica si el proceso de muestreo ha
sido adecuado, ya que si el valor CHAQOI es superior al total de

observaciones, el muestreo habra sido insuficiente.

En general, estos indices de diversidad y el andlisis de diferencias entre los
grupos a estudiar se suelen representar graficamente con un diagrama de cajas.

Para evidenciar la existencias de diferencias en los indices de alfa diversidad a
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nivel de género o especie en ambas vertientes de tratamiento, se empleo el test no
paramétrico de Wilcoxon tomando como umbral de significancia estadistica un
valor de p<0.05.

4.8.2.3.2 Cuantificacion de la beta-diversidad

La beta-diversidad estudia las discrepancias en la composicion de la

microbiota de dos muestras distintas. Para su cuantificacion se puede emplear:

v' La distancia de Bray-Curtis, la cual indica la similitud cualitativa hallada

entre los integrantes de la microbiota de dos muestras. Un valor 0 indica
que no existen elementos en comun entre dos muestras, mientras que un

valor de 1 refleja que todos sus elementos son compartidos de igual forma.

v" Test de Local Contribution to Beta Diversity (LCBD) en el que se compara la

contribucion de cada muestra a la diversidad entre los grupos propuestos.
Este analisis comprueba si hay alguna muestra que destaque sobre todas
las demads, en cada uno de los niveles taxondmicos. Esto sirve para
confirmar la ausencia de posibles outliers o valores atipicos que puedan

alterar el resultado.

v' Test de Beta dispersién por parejas de variables para ver si existe una

variabilidad significativa entre ellas, donde el p-valor establecido para la
significancia estadistica es menor de 0.05. Si es mayor de esta cifra no se
puede intuir una relaciéon directa entre las variables propuestas y la

poblacion bacteriana en un nivel taxonémico determinado.
4.8.2.3.3 Analisis Principal de Componentes (PCoA)

El andlisis principal de componentes o PCoA, se caracteriza por ser un
procedimiento estadistico multivariante de reducciéon del namero de variables.
Este resume de forma bidimensional la varianza en un grafico de puntos que
representan las muestras obtenidas. De esta manera, refleja la asociacion linear

entre las muestras y las abundancias relativas de los phylum, familias, géneros o
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especies bacterianas obtenidas. Se emplean combinaciones lineales de las
variables iniciales para conseguir los Componentes Principales o PCs en una

representacion bidimensional ilustrando la mayor variabilidad posible.

v' El primer PC es aquel eje que transcurre por el centroide de la nube de
puntos y minimiza la distancia de cada uno de los puntos a ese mismo

eje, maximizando la variabilidad de la nube de puntos.

v" El segundo PC es ortogonal y pasa igualmente por el centroide de la
nube de puntos. Este indica la mayor variabilidad no explicada por el

primer PC.

Su representacion se realiza en un biplot, donde los puntos (muestras) que
se encuentren agrupados tendran una asociacion positiva, mientras que si se
encuentran en zonas contrapuestas del grafico tendran una asociacion negativa.
Por ultimo, cuando las muestras estan localizadas en un angulo recto entre si,

indica que no existe relacion ninguna entre ellas.
4.8.2.3.4 Test PERMANOVA

El test de PERMANOVA es un test estadistico no paramétrico que permite
comparar grupos de muestras sin una distribuciéon normal y dictaminar si los
centroides de los datos y su dispersion son iguales entre ellos (como sugiere la
hipdtesis nula) o distintos. Rechazar la hipotesis nula significa aceptar que los
datos, en este caso las poblaciones bacterianas de las muestras, tienen un

comportamiento distinto que responde a los grupos o tratamientos propuestos.

Esta técnica realiza distintas permutaciones para comparar la distancia
entre los puntos de un mismo grupo respecto a los del otro grupo y obtiene un
estadistico F de cada permutacion, que compara contra un estadistico obtenido de
una simulaciéon de muestras realmente aleatorias. La significancia del test reside
en obtener una F lo suficientemente distinta comparando la simulacion aleatoria y

el conjunto de muestras reales, con lo que se pueda rechazar la hipdtesis nula. Por
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tanto, obtener un p-valor por debajo del limite establecido del 0.05 sugiere que las

muestras corresponden a distribuciones distintas basadas en el grupo estudiado.

4.8.2.3.5 Canonical Correlation Analysis (CCA)

El CCA se utiliza para identificar y medir las asociaciones entre dos o mas
variables. Esta técnica determina un set de variables candnicas, similares al PCA o
PCoA, en las que se realizan distintas combinaciones lineales ortogonales de las
bacterias que forman parte del estudio, de manera que se explique de la manera
mas ajustada posible la variabilidad que existe en y entre las variables del estudio.
La principal diferencia con el PCA es que mientras este tltimo maximiza la
varianza entre las muestras, en el CCA se maximiza la correlacion entre los

grupos propuestos.

Todas las pruebas estadisticas se realizaron para nivel de phylum, familia,

género y especie.

4.8.24 Analisis bioinformatico de la evolucion por grupos bacterianos
especificos

4.8.24.1 Estudio de la evolucion de Lactobacillus a lo largo del estudio en

ambos grupos

Debido a que el probiético de intervencion pertenece al género Lactobacillus,
el contenido de este género fue el primer punto a estudiar en ambos grupos, y en
los distintos tiempos de andlisis, obteniendo la evolucion del mismo a lo largo del
estudio. Para ello, se utilizd un tratamiento estadistico especifico desarrollado
para el seguimiento de la evolucién de la especie en cuestion, basada en analisis

no paramétricos mediante el paquete estadistico R en su tltima version estable.
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4.8.24.2 Estudio de la evolucion de las especies patdgenas vaginales a lo
largo del estudio en ambos grupos

Aunque el uso y mejora en las herramientas de caracterizacion del
microbioma estan proporcionando cada vez una mayor informacion acerca del
contenido de las comunidades bacterianas y del papel de determinadas bacterias
en los procesos de patogénesis, existen una serie de grupos bacterianos definidos
como patdgenos vaginales.

En este estudio fijamos especial atencidon en la evolucidon de los grupos
bacterianos patdgenos Gardnerella vaginalis, Atopobium vaginae, Streptococcus
agalactine 'y Cutibacterium acnes (anteriormente Propinobacterium acnes). Para
todos ellos, se analizd su contenido en cada grupo a los distintos tiempos de toma
de la muestra, con el fin de obtener la evolucion diferencial para cada patdgeno y
grupo de estudio.

Del mismo modo que en el punto anterior, los resultados obtenidos se
cruzaron con los datos clinicos, con el objetivo de determinar posibles marcadores
patogénicos.

Estos estudios, se realizaron utilizando un tratamiento estadistico especifico
desarrollado para el andlisis de la evolucion de la especie/especies en cuestion
basada en andlisis no paramétricos mediante el paquete estadistico R en su tltima

version estable.
4.8.2.4.3 Analisis bioinformatico de la evolucion por vaginotipos

En este proyecto las distintas muestras fueron clasificadas en vaginotipos
segun Ravel ] et al° (ver apartado 2.2.4 Comunidades bacterianas o vaginotipos), y
posteriormente, se analizaron los cambios en estas agrupaciones bacterianas para
los distintos tiempos de muestreo en ambos grupos de tratamiento. Los
resultados obtenidos se cruzaron con los datos clinicos, con el objetivo de
determinar las relaciones entre el grupo de tratamiento asignado y los
vaginotipos. Para ello, se empleé un tratamiento estadistico especificamente
desarrollado para el andlisis de la evolucion de los vaginotipos a lo largo del
tiempo y dependiendo del tratamiento, basdandonos en andlisis no paramétricos

mediante el paquete estadistico R en su tltima version estable.
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4.9 Aspectos éticos

v’ Este protocolo del estudio fue revisado y aprobado por el Comité Etico de
Investigacion Clinica con medicamentos y productos sanitarios de los
Hospitales Universitarios de Torrevieja y Vinalopd (CEIm) de los
Hospitales Universitarios de Torrevieja y Vinalopd en septiembre del
2018, con numero de referencia CEIm 2018/01 (Anexo 6).

v El estudio se desarrolld de acuerdo con la Declaracién de Helsinki,
modificada en la Asamblea General 64 WMA que tuvo lugar en Fortaleza,
Brasil en octubre del 2013, y la legislacion espafiola en materia de Ensayos

Clinicos en seres humanos.

v" De acuerdo con la legislacion espafola aplicable, el tratamiento del estudio

se clasifica como un complemento alimenticio o suplemento dietético.

v" El investigador explicé a cada participante la naturaleza del estudio, sus
propositos, procedimiento, duracion prevista y los potenciales riesgos y
beneficios relacionados con la participacion en el estudio, asi como
cualquier inconveniente que este le pudiera suponer. Ademds se les

proporciond la Hoja de informacion al paciente (Anexo 1).

v" Cada uno de las participantes fue advertida de que su participacién en el
estudio seria voluntaria y que podria abandonar el estudio en cualquier
momento, sin que esto afectase a su tratamiento médico posterior ni a su

relacién con el médico que le tratd.

v' El CI fue proporcionado mediante un escrito estandar, en lenguaje
facilmente comprensible para el participante. El sujeto dispuso del tiempo
suficiente para leer y entender las explicaciones antes de fechar y firmar el
CI y recibi6é una copia del documento firmada (Anexo 2). Ningun sujeto
fue incluido en el estudio sin haber otorgado previamente su

consentimiento.
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v" La informacioén fue recogida de forma codificada en el CRD (Anexo 4) y el

programa informatico de historias clinicas Florence siguiendo Ila

Regulacion de la Unidn Europea de proteccion de datos 2016/679.

v' El promotor del estudio contaba con una Pdliza de Seguros de

Responsabilidad Civil cubriendo los dafios y perjuicios que como
consecuencia del estudio clinico pudieran resultar para la persona en que
hubiere de realizarse, asi como la responsabilidad del promotor del
estudio clinico, del investigador principal, sus colaboradores y del titular
del centro en que se realizd el estudio clinico, en los términos establecidos
en el Real Decreto 1090/2015 del 4 de diciembre. La poliza se ajust6 en sus
limites, garantias, cobertura, etc., a todo lo dispuesto en el citado Real
Decreto 1090/2015 y la Ley 29/2006 de 26 de julio de garantias y uso
racional de los medicamentos y a la normativa vigente en materia de

seguros en Espafa.
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CAPITULO V - RESULTADOS

5.1 Resultados del desarrollo del estudio

Para obtener la muestra de pacientes deseada, se evaluaron 201 mujeres,
121 de las cuales fueron eliminadas porque no cumplian con los criterios de
inclusion / exclusion. El reclutamiento finalizé cuando se alcanz6 una muestra de
80 pacientes. Se contabilizo la adherencia al tratamiento mediante el contaje de las
capsulas sobrantes aportadas por cada paciente en la Visita 3. Hubo cinco
pacientes que fueron retiradas del estudio: tres pacientes no asistieron a la Visita
3, una no se adhirio al tratamiento y otra paciente del Grupo 2 (placebo) se retir6
debido a sensacion de distension abdominal y edema leve en las extremidades
inferiores unos dias después del inicio del tratamiento. No se encontraron otros
eventos adversos. Finalmente, dos sujetos fueron excluidos en el andlisis final de
los datos debido a errores en el procesamiento de sus muestras. El tamafio final
de la muestra de pacientes con muestras vaginales validas al principio y al final
del estudio fue de 73 pacientes (Grupo 1, n = 37; Grupo 2, n = 36). El disefio del
estudio esta esquematizado en la Figura 12.

Las muestras se analizaron utilizando técnicas de secuenciacion masiva
basados en la amplificacion y posterior secuenciacion del gen 16S rARN. En este
apartado detallaremos todos los resultados obtenidos en ambos grupos de
tratamiento en cada nivel taxondmico, asi como los hallazgos en cuanto el estado
basal de la microbiota vaginal de todas las pacientes analizadas en conjunto como

un estudio longitudinal prospectivo.



156

MELANIE CRISTINE ALONZO MARTINEZ

Se excluyen 121
pacientes por no
cumplir criterios

pa co S T (11 o
Pre-| ;:'t tar

201 mujeres .

-Firmadel Consentimiento
informado
-Hoja de informaciénal paciente
-Numero de contacto 24 horas
para dudas o problemas con la

. medicacion.

GRUPO1 (n=37)
Capsulas de Lactobacillus
rhamnosus CECT 8800

GRUPO 2 (n=36)

Capsulas placebo

4 semanas de tratamiento

‘ Recogida de
acontecimientos
adversos

7 withdrawals
-Pacientes noacudieronaVisita3: 3
-Padente retiradas por sintomatologia: 1

(Grupo placebo).

-Pacientes que no siguit el tratamiento :1.
-Padentes exduidas en el procesamiento
de las muestras: 2.

A4

Figura 12. Esquema del disefio del estudio

5.2 Resultados del analisis bioinformatico de la evoluciéon por grupos

bacterianos especificos

Tras finalizar el andlisis bioinformatico de las muestras se puede afirmar lo

siguiente:

v" El rendimiento de la amplificacion de las librerias ha sido 6ptimo.
v" Los perfiles se estudian a nivel de género como maximo, pero se aportan

los datos a nivel de especie a modo informativo para poder comentar que
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v

Operational Taxonomic Unit

especies podrian estar implicadas, aunque el producto de la PCR al ser de
alrededor de 400nts para bacterias, no permite asegurar la correcta
identificacion de especies.

Con el namero de secuencias inspeccionado para cada una de las muestras
en el perfil de bacterias, podemos afirmar que estamos cerca de la zona de
plato, con lo que el aumento de secuencias no nos daria un gran aumento
en el nimero de géneros nuevos detectados. Esto lo podemos apreciar en
las Curvas de Rarefaccién (Figura 13). En esta figura se comprueba que se
ha conseguido identificar la prdactica totalidad de los géneros distintos
presentes en las muestras, ya que todas ellas han conseguido una

saturacion completa en las curvas.

Genera

250
I

150
1

100
|

50
|

T T T T T T
0 50,000 100,000 150,000 200,000 250,000

Sequences

Figura 13. Curvas de Rarefaccién de las muestras amplificadas para la
deteccion de bacterias. A mayor nimero de secuencias se detectan
nuevos géneros, hasta que llega un punto que por mas secuencias
que analicemos el numero de géneros que se detectan no aumenta y
en ese momento se llega al plato.
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se encuentran ilustrados en la Figura 14. Estos resultados indican la

v" Los resultados obtenidos en la secuenciacion de las muestras de bacterias
proporcion de cada género bacteriano encontrado en cada muestra.
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5.3. Resultados obtenidos tras comparar ambos grupos de tratamiento

5.3.1 Resultados de la evolucion de Lactobacillus a lo largo del estudio.

Como primer punto del estudio se analizd la evolucion del género
Lactobacillus a lo largo del estudio. Las Figuras 15 y 16, asi como la Tabla 12
ilustran la evolucion del género Lactobacillus y la especie L. rhamnosus, empleando
para ello el valor Delta (diferencia tiempo final vs tiempo inicial,) en los grupos
probidtico (CECT 8800) y placebo. Como puede observarse, no se detectaron
diferencias en la evolucion del género Lactobacillus ni de la especie L. rhamnosus
entre los grupos que tomaron CECT 8800 y placebo, aunque para nuestra especie
se obtuvo un valor de p mas reducido (p-value = 0,13, test de Wilcoxon).

100

-50

-100
|

T
Probictico Placebo

Figura 15. Valores Delta (% tiempo final vs % tiempo inicial) del género
Lactobacillus en los dos grupos de estudio. Un valor delta positivo muestra un
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incremento del grupo durante el estudio, mientras que un valor negativo muestra

una disminucion.

0.01 0.02 0.03
| I I

0.00
|

-0.01

-0.02

-0.03
|

T
Probiotico Placebo

Figura 16. Valores Delta (% tiempo final vs % tiempo inicial) de la especie L.
rhamnosus en los dos grupos de estudio. Un valor delta positivo muestra un
incremento del grupo durante el estudio, mientras que un valor negativo muestra

una disminucién.

Grupo p-Valor (Wilcoxon Test) CECT 8800 vs
placebo

Lactobacillus W =746, p-value = 0.7908

L. rhamnosus W =575, p-value =0.13

Tabla 12. P-valor de los estudios estadisticos de Lactobacillus y L. rhamnosus, entre

los grupos de tratamiento probiotico vs placebo.
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5.3.2 Resultados de la evolucion de las especies patéogenas vaginales a lo largo
del estudio en ambos grupos.

Aunque el uso y mejora en las herramientas de caracterizacion del
microbioma estan proporcionando cada vez una mayor informacion acerca del
contenido de las comunidades bacterianas y del papel de determinadas bacterias
en los procesos de patogénesis, existen una serie de grupos bacterianos definidos
como patdgenos vaginales. En este estudio hemos centrado el andlisis en la
evolucion de los grupos bacterianos patogenos Gardnerella vaginalis, Atopobium
vaginae,  Streptococcus  agalactiae 'y  Cutibacterium acnes (anteriormente
Propinobacterium acnes). Para cada uno de ellos se analiz6 su contenido en cada
grupo de tratamiento a los distintos tiempos de toma de la muestra con el fin de
obtener la evolucion diferencial de cada patdgeno y grupo de estudio (valor
delta).

Las Figuras 17-19 y Tabla 13 muestran la evolucion obtenida para cada uno
de los grupos patdgenos. En el caso de P. acnes, no se obtuvo cuantificaciéon del
grupo en las muestras analizadas. Igualmente, no se obtuvieron diferencias

significativas en la evolucion de los grupos patdgenos analizados.
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T
Probiotico Placebo

Figura 17. Valores Delta (% tiempo final vs % tiempo inicial) de la especie A.
vaginae en los dos grupos de estudio. Un valor delta positivo muestra un
incremento del grupo durante el estudio, mientras que un valor negativo muestra

una disminucién.
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Figura 18. Valores Delta (% tiempo final vs % tiempo inicial) de la especie G.
vaginalis en los dos grupos de estudio. Un valor delta positivo muestra un
incremento del grupo durante el estudio, mientras que un valor negativo muestra

una disminucién.
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Figura 19. Valores Delta (% tiempo final vs % tiempo inicial) de la especie S.

agalactize en los dos grupos de estudio. Un valor delta positivo muestra un

incremento del grupo durante el estudio, mientras que un valor negativo muestra

una disminucién.

Grupo patégeno

p-Valor (Wilcoxon Test) CECT 8800 vs
placebo

Atopobium vaginae

W =730.5, p-value = 0.9171

Gardnerella vaginalis

W =665, p-value =0.5728

Streptococcus agalactiae

W =706.5, p-value = 0.8862

“Patdgenos”*

W =628, p-value = 0.3432

Tabla 13. P-valor de los estudios estadisticos de grupos patdgenos, probidtico vs

placebo. *Incluye a los grupos analizados previamente, identificados en el

articulo de Ata et al (2019)2%.
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Posteriormente, se llevo a cabo un estudio de la evolucion de los patogenos
en general, es decir, se unificaron los distintos valores porcentuales obtenidos
para cada uno de los patdgenos identificados en las muestras y se analizo el valor
delta a partir de esta suma. El resultado obtenido se muestra en la Figura 20. En
este caso, si que se observa una tendencia a un delta negativo en cuanto a
evolucion de “patdgenos” en el grupo que consumié CECT 8800, pero no
significativa. En el Anexo 5 estd reflejada la presencia de Lactobacillus rhamnosus
CECT 8800, asi como patdgenos hallados por paciente, grupo de tratamiento y

visita.

-20

T
Probiotico Placebo

Figura 20. Valores Delta (% tiempo final vs % tiempo inicial) del grupo definido
como “patdgeno” en los dos grupos de estudio. Un valor delta positivo muestra
un incremento del grupo durante el estudio, mientras que un valor negativo

muestra una disminucién.
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Por ultimo, se analizé si la ingesta del probidtico CECT 8800 tuvo un
impacto diferencial en la diversidad encontrada en la microbiota bacteriana
vaginal de las mujeres incluidas en el estudio. La Figura 21 y Tabla 14 resumen
los resultados encontrados, referidos al valor delta. La evolucion del indice de
Shannon en ambos casos fue muy similar para ambos grupos, no encontrandose
diferencias significativas en el impacto del tratamiento sobre la diversidad de la

microbiota.

T
Probiotico Placebo

Figura 21. Valores Delta (% tiempo final vs % tiempo inicial) en cuanto a la alfa
diversidad, referido al indice de Shannon, en los dos grupos de estudio. Un valor
delta positivo muestra un incremento del indice durante el estudio, mientras que

un valor negativo muestra una disminucion.

Indice de alfa-diversidad p-Valor (Wilcoxon Test) CECT 8800 vs
placebo

Indice de Shannon W =686, p-value = 0.729

Tabla 14. P-valor de los estudios estadisticos de diversidad referida al indice de
Shannon, probidtico vs placebo.
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5.3.3 Resultados del analisis bioinformatico de la evolucion por vaginotipos.

Como ya hemos comentado en el apartado 224 Comunidades
bacterianas o vaginotipos, Ravel | et al® definieron cinco agrupaciones bacterianas
con las cuales definir las variaciones en la composicion de la microbiota vaginal
de las pacientes. De éstos, cuatro vaginotipos son dominados por Lactobacillus
(LILIIL V), mientras que el tipo IV contiene proporciones mas bajas de bacterias
acido lacticas y aumento de organismos anaerobios estrictos. En nuestro estudio,
inicialmente se observo que el grupo asignado al tratamiento probiotico contenia
un mayor niumero de mujeres con microbiota vaginal disbiotica (tipo IV) que las
del grupo placebo. A continuacion, la Figura 22 y 23 muestran la representacion
grafica de la evolucion de los vaginotipos en la Visita 1 y 3 en el grupo placebo y
probidtico respectivamente. En el Anexo 5 se encuentran reflejados los

vaginotipos hallados en cada paciente segtin grupo de tratamiento y visita.
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5.4 Resultados del estudio longitudinal de la composicion de la microbiota

vaginal por grupos taxon6micos.

5.4.1 Resultados a nivel de género

5.4.1.1 Pruebas de dispersion a nivel de género

A nivel de género no existe una distincion significativa en cuanto a
diversidad entre las muestras, tal y como se puede observar en las Figuras 24-26.

Hichngss Simpsqn Sharagn

0504 . ] | Compt
Fiaca- Vsl
[] . ' ’ i =] Piscaasd
+ Probist]

Pl Vats

Observed Values

0004

Figura 24. Figuras boxplot que representan la diversidad de las muestras segiin
las variables estudiadas. Los indices de diversidad mostrados corresponden a la
Riqueza de la muestra, indice de diversidad de Shannon 'y de Simpson.
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Shannon

Diversity variation

Place Prabi

Treatment

Figura 25. Diagrama de cajas (boxplot) del resultado de la aplicacion del indice de
Shannon en ambos grupos de tratamiento. Observamos que no existen diferencias

significativas en cuanto a la diversidad de las muestras a nivel de género.

Simpson

Diversity variation

Treatment

Figura 26. Diagrama de cajas (boxplot) del resultado de la aplicacion del indice de
Simpson en ambos grupos de tratamiento. Observamos que no existen diferencias
significativas en cuanto a la diversidad de las muestras a nivel de género.
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Ademads, hemos realizado el test denominado Local Contribution to Beta
Diversity (Figura 27) en el que se puede comprobar que no hay ninguna muestra
que destaque sobre todas las demas, tanto en el caso del estudio a nivel de género
como en el estudio al resto de niveles taxondémicos, lo que indica que la
contribucion de todas las muestras a la diversidad es relativamente homogénea.
Esto sirve para confirmar la ausencia de posibles outliers o valores atipicos que

puedan alterar el resultado.
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Figura 27. Grafica de barras acumulativas comparando los géneros detectados en
las muestras con los perfiles de bacterias basadas en el 165 rARN en ambos
grupos de tratamiento en Visita 1y 3.
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5.4.1.2 Resultado del Analisis Principal de Componentes (PCoA) a nivel de
género.

Al realizar una grafica de coordenadas principales (PCoA) (Figura 28) se
puede observar como no existe una tendencia a diferenciar las muestras entre las
variables, teniendo en cuenta el nivel de género. Esto se puede comprobar por el
analisis de PERMANOVA realizado sobre las variables en la PCoA, cuyo p-valor
es mayor a 0.05. Ademas, se ha realizado un test de beta dispersion por parejas de
variables para ver si existe una variabilidad significativa entre ellas, donde el p-
valor obtenido ha sido mayor a 0.05 en todas las comparaciones (Figura 28), por lo
que no se puede intuir una relaciéon directa entre las variables propuestas y la
poblacion bacteriana a nivel de género.

0z

§ Groups

Place=Vst1
Place=\st3
Probi=vsr

Dim2 (3.233%)

Probi-vst3

04

025 000 0.25 050 0.75
Dim1 {15.59%)

BETA-DISPERSION
Probi-Vst1-Probi-Vst3  p-value=3e-01 .

| ; . | PERMANOVA
Place-Vst1-Probi-Vstd p-value=4e-01 . A2 = 0,012
Pl Vst3-Probi-Vst3 p-value=5e-01 .

jace-vs’ robi-vs p-value=ae p.value _0.778.

Place-Vst3-Probi-Vst1  p-value=7e-01,
Place-Vst1-Flace-Vst3 p-value=9e-01 .

Figura 28. Gréfica de coordenadas principales en las que se muestra las
diferencias entre las muestras y si se agrupan correctamente a nivel de género. El
analisis PERMANOVA no ha detectado significancia estadistica en cuanto a la
separacion entre grupos a nivel de género (p>0,05).
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5.4.1.3 Resultados del Canonical Correlation Analysis (CCA) a nivel de género

El analisis de CCA (Figura 29) logra diferenciar los grupos probidtico y
placebo a nivel de género, ya que consigue separar con bastante precision las
muestras cuando intenta maximizar la correlacion en dicha variable.

Groups
. .
* ¢ Eggerfﬁe”a" ., Placa-Vsl1
. e Ve

Ag’H’\baglar v wl’ ® Place-Vsi3

CCAz

®  Probi-Vstl
Probi-Vst3

CCA1

Figura 29. Grafica que muestra el Canonical Correspondance Analysis a nivel de
género. En esta grafica se han maximizado las diferencias entre los grupos
comprobando que existe cierta combinacion de géneros que consigue definir las
diferencias entre los grupos propuestos (probioticos vs placebo para cada visita).

5.4.1.4 Resultados del anadlisis con DESeq2 a nivel de género

El andlisis realizado con el programa DESeq2 permite conocer los
organismos que realmente estan produciendo las diferencias entre las variables
propuestas. En el caso del género, el resultado de aplicar el algoritmo de DESeq2 a
la variable Visita se encuentra en la Tabla 15. Para comprobar que organismos son
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realmente relevantes en la comparacion entre las dos visitas hay que tener en
cuenta tres de las columnas: baseMean, log2FoldChange y padj:

v La columna baseMean indica la media de lecturas que se han encontrado
de dicho organismo entre todas las muestras. A mayor valor, mayor
relevancia entre el conjunto de datos al tratarse de una bacteria con una
mayor presencia.

v" La columna log2FoldChange es el logaritmo de base 2 de la variacion de la
bacteria en cuestion en la Visita 1 vs Visita 3. A mayor valor absoluto de

foldchange, existe una mayor diferencia entre las poblaciones de dicha
bacteria entre los grupos estudiados. Valores positivos indican que el
primer grupo (Visita 1) estudiado presenta valores mas elevados de la
bacteria en cuestion y valores negativos indican el contrario.

v La columna padj contiene el p-valor ajustado para reducir el numero de
falsos positivos. P-valores pequefios indican una significancia aceptable de

la bacteria indicada.

Géneros baseMean | log2FoldChange | IfcSE | stat | pvalue | padj
Lactobacillus 31946,17 0,08 0,23 0,33 0,74 0,85
Gardnerella 3384,01 -0,66 043 | -1,55 0,12 0,29
Prevotella 2317,66 -0,20 044 | -0,46 0,64 0,80
Atopobium 1087,03 -0,20 049 | -0,41 0,68 0,81
Streptococcus 348,41 -0,05 0,50 | -0,09 0,93 0,97
Dialister 282,98 0,46 046 | 1,00 0,32 0,52
Ureaplasma 278,09 -0,61 048 | -1,27 0,20 0,40

Tabla 15. Resultados del test de DESeq2 a nivel de género. Se muestras los
principales géneros estudiados en la comparacion de Visita 1 vs Visita 3.

Como se refleja en la tabla, al unir los datos obtenidos en todas las
muestras, el género mayoritario entre los estudiados fue el Lactobacillus con gran
diferencia aunque sin ser estadisticamente significativo (p-valor ajustado=0,85).
Las siguientes posiciones las ocupan Gardnerella (p-valor ajustado=0,29), Prevotella
(p-valor ajustado=0,80) y Atopobium (p-valor ajustado=0,81), siendo menos
frecuentes Streptococcus, Dialister y Ureaplasma. Por otro lado, en la Visita 1 existid

un numero superior de los géneros Lactobacillus y Dialister, mientras que el resto
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de géneros fueron inferiores en dicha visita al compararlo con la Visita 3. A pesar
de que ninguno de estos valores fue estadisticamente significativo con p>0,05, en
la columna padj vemos valores de p reducidos principalmente en el género
Gardnerella, sugiriendo que este microorganismo ha aumentado en la Visita 3 en

comparacion con la Visita 1 con una significancia aceptable.

Se han realizado algunas graficas que permiten comprobar los organismos
mas importantes de cada estudio a la hora de diferenciar entre las Visitas 1y 3. En
concreto, las puntuaciones mostradas en las graficas de la Figura 30 y 31
corresponden a los valores de importancia que se han obtenido tras aplicar el
algoritmo de RandomForest a las muestras. Tras realizar diversas simulaciones
aleatorias, este algoritmo resume los organismos mas necesarios para diferenciar
entre la Visita 1 y la 3, y le atribuye un score a cada uno de ellos. Como vemos, los
dos géneros mas importantes fueron Cutibacterium y Rhodoluna, mientras que
Lactobacillus no aparece entre los 10 géneros mas relevantes para diferenciar entre

grupos.
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Figura 30. Géneros mds importantes encontrados en la comparacién
segun el resultado de RandomPForest. La importancia viene delimitada
por el orden de la parte superior de la grafica (Del 1 al 10, siendo el 1
el mas importante). Aparece un p-valor ajustado de la diferencia entre
las poblaciones de cada género y un boxplot conla representacion.
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Figura 31. Grafico de barras representando el valor obtenido mediante
RandomForest que indica la magnitud de la importancia de cada género a
la hora de diferenciar entre visitas.

Las Figura 32, 32.1 y 33 contienen informacion complementaria para
comprender el significado de los resultados del DESeq. La Figura 32 y 32.1, refleja
lo ya comentado en la Tabla 15 donde existe una reduccion de los géneros
Lactobacillus y Dialister, siendo la reduccidon de este ultimo superior al primero a
pesar de que el nimero absoluto de Lactobacillus sea mayor. Por tanto, los
Lactobacillus no han sufrido grandes variaciones en comparacion con los otros

géneros entre ambas visitas.



178

MELANIE CRISTINE ALONZO MARTINEZ

1L
) [ L

{
i \

Uk

Dialister

Lactobacillus

wkr¢ﬁk%

Figura 32. Representacion de los valores de FoldChange obtenidos al comparar las

poblaciones a nivel de género. Las barras azules representan los géneros cuyos

valores disminuyen y las barras rojas los que aumentan en la Visita 3.
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Figura 32.1. Aumento de la representacion de los valores de FoldChange obtenidos
al comparar las poblaciones a nivel de género. Destacamos donde se encuentran
los Lactobacillus con una media de 31946,2 lecturas. Las barras azules representan
los géneros que disminuyen y las barras rojas los que aumentan en la Visita 3.

Mientras que la Figura 32 y 32.1 tinicamente muestran los valores del
FoldChange obtenidos, la Figura 33 logra resumir la importancia del FoldChange
segin el numero de secuencias de cada género. En el plano vertical muestra el
Log2 FoldChange con valores positivos para la sobrerrepresentacion del
microorganismo en el primer grupo comparado (Visita 1) y negativo para el
segundo (Visita 3). En el plano horizontal se valora el nimero de secuencias que
tiene cada organismo, es decir, la abundancia relativa media de ese organismo en
la poblacion de muestras. De este modo, los organismos que aparecen en los
extremos superior o inferior, y se encuentran mas a la derecha posible son los que
realmente tienen un mayor impacto en la diferenciacion de la muestra para los
grupos seleccionados. Asi, los géneros que han disminuido de forma significativa
en la Visita 3 son Parvimonas, Megasphaera, Fusobacterium, Mageeibacillus vy
Mycoplasma. Sin embargo, se ha encontrado un aumento de Staphylococcus,
Actinomyces y Escherichia.
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Figura 33. Representaciéon de los valores de FoldChange y conteo de
secuencias obtenidas al comparar las poblaciones a nivel de género. Los
puntos rojos indican los géneros que han aumentado (extremo inferior de la
grafica) o disminuido (extremo superior de la grafica) de forma significativa en la
Visita 3 en la comparacion realizada mediante DESeq.

5.4.1.5 Heatmap a nivel de género

Los heatmaps son una forma util y rapida empleada en estudios de
secuenciacion masiva de microbiota que permite discernir cuales OTUs se
encuentran presentes en las muestras y su abundancia relativa. A continuacion
mostraremos un heatmap para cada una de las unidades taxondmicas con una
presencia mayor del 1%, ilustrado como un mapa de colores que va desde el rojo
(mayor abundancia) al azul (menor abundancia), donde cada muestra es una
columna y cada fila una OTU. Esta representacion grafica facilita la comparacion
de OTUs entre muestras distintas.
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En el heatmap de la Figura 34, destaca el género Lactobacillus como
microorganismo mayoritario. Otros géneros relevantes son Gardnerella, Prevotella

y Atopobium.
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Figura 34. Heatmap a nivel de género. Mapa de colores que va desde el rojo

(mayor abundancia) al azul (menor abundancia), donde cada muestra es una

columna y cada fila una OTU.
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5.4.2 Resultados a nivel de phylum

5.4.2.1 Pruebas de dispersion a nivel de phylum

A nivel de phylum no existe una distincidon significativa en cuanto a
diversidad entre las muestras, tal y como se puede observar en las Figuras 35-37.
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Figura 35. Figuras boxplot que representan la diversidad de las muestras segiin
las variables estudiadas. Los indices de diversidad mostrados corresponden a la
Riqueza de la muestra, indice de diversidad de Shannon y Simpson.
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Figura 36. Diagrama de cajas (boxplot) del resultado de la aplicacion del indice de
Shannon en ambos grupos de tratamiento a nivel de phylum. Observamos que no

existen diferencias significativas en cuanto a la diversidad de las muestras.
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Figura 37. Diagrama de cajas (boxplot) del resultado de la aplicacion del indice de
Simpson en ambos grupos de tratamiento a nivel de phylum. Observamos que no

existen diferencias significativas en cuanto a la diversidad de las muestras.
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Ademads, hemos realizado el test denominado Local Contribution to Beta
Diversity (Figura 38) en el que se puede comprobar que no hay ninguna muestra
que destaque sobre todas las demas, a nivel de phylum como en el estudio al
resto de niveles taxonémicos, lo que indica que la contribucion de todas las
muestras a la diversidad es relativamente homogénea. Esto sirve para confirmar

la ausencia de posibles outliers o valores atipicos que puedan alterar el resultado.
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Figura 38. Gréfica de barras acumulativas comparando los phylum detectados en
las muestras con los perfiles de bacterias basadas en el 165 rARN.
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5.4.2.2 Resultado del Analisis Principal de Componentes (PCoA) a nivel de
phylum.

Al realizar una grafica PCoA (Figura 39) se puede observar como no existe
una tendencia a diferenciar las muestras entre las variables, teniendo en cuenta el
nivel de phylum. Esto se puede comprobar por el andlisis de PERMANOVA
realizado sobre las variables en la PCoA, cuyo p-valor es mayor a 0.05. Ademas,
se ha realizado un test de beta dispersion por parejas de variables para ver si
existe una variabilidad significativa entre ellas, donde el p-valor obtenido ha sido
mayor a 0.05 en todas las comparaciones (Figura 39), por lo que no se puede intuir
una relacién directa entre las variables propuestas y la poblacidon bacteriana a

nivel de phylum.
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Figura 39. Grafica de coordenadas principales en las que se muestra las
diferencias entre las muestras y si se agrupan correctamente a nivel de phylum. El
analisis PERMANOVA no ha detectado significancia estadistica en cuanto a la
separacion entre grupos a nivel de phylum (p>0,05).
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5.4.2.3 Resultados del Canonical Correlation Analysis (CCA) a nivel de
phylum

El andlisis de CCA (Figura 40) corrobora el resultado de la PCoA de que
no existe una diferencia real entre la poblacion de las muestras teniendo en cuenta
los dos grupos del tratamiento recibido y la visita a nivel de phylum, ya que no
logra separar las muestras cuando intenta maximizar la correlaciéon en dichas
variables.
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Figura 40. Grafica que muestra el Canonical Correspondance Analysis a nivel de
phylum. En esta grafica se han maximizado las diferencias entre los grupos para
comprobar si alguna combinacién de los phylum que existen consigue definir las
diferencias entre los grupos propuestos.
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5.4.2.4 Resultados del analisis con DESeq2 a nivel de phylum

A continuacion mostramos las graficas que representan los hallazgos en
cuanto a los microorganismos mas importantes a nivel de phylum presentes en
las muestras. En concreto, las puntuaciones mostradas en las graficas de la Figura
41 y 42 corresponden a los valores de importancia que se han obtenido tras
aplicar el algoritmo de RandomForest a las muestras. Tras realizar diversas
simulaciones aleatorias, este algoritmo resume los organismos que mas veces han
aparecido como relevantes a la hora de diferenciar entre visitas y le atribuye un
score a cada uno de ellos. Como vemos, el phylum mds importante fue
Tenericutes, seguidos por Proteobacteria y Fusobacteria, mientras que Firmicutes se
encuentra ocupando la posicion numero 13 entre los phylum mas importantes.

" <€ Tenericutes
| | ‘ | I I I I Firmicutes

Mean Decrease in Accuracy

Taxa description

Figura 41. Representacion grafica del valor obtenido mediante RandomForest
que indica la magnitud de la importancia de cada phylum.



z

MELANIE CRISTINE ALONZO MARTINEZ

188

= =
m. -
& i
b WH = [ped sEnausus] -5 msm o= - s T.. T e ——
- PSS we— T ..+-..._.._.:..__. & -
T W = [ped Buapeqosng 'R & - - ......._._.-_....ﬁ | .....I.l.ﬂ!._.._.._..._..._.-_.._ & -
- . e e gy

£ - - SORD OO0 = ped Buseqosng :
'Y R P .1.....T...._-_.:I_ITI..¢._. .8 -
- '..' - - o e - - - .t-l.l+'t e irl - -

o WH = lped T sumousun T X ™ 1] ﬁ.l_
a8 &8 S meme e mrae aees o s 8
L L L] Wi = lped snmsiliouis . L ] +
. e 0 @ e +
g Wi = Iped seEgods ™ ] +
. 1
L ik = IR0 BIOOUN WSS LEY, . . +
.. ve 4
B - wh = [ped eusegopRY [ ] +
. 1
G- Wi = [ped Bueoeqounoy S — ...!-..._.+| - - +.l.._.l. - -
- ra———— + e emeem .n_.l -

o= N = lpred sepiaieg e ———an -—ls s ®a semm ._f_.+ e S — - -

—————— .- . ...l.......!T lllll L

angp,

2]

£y,

E158

Lelth

Figura 42. Phylums més importantes encontrados en la comparacion.

La importancia viene delimitada por el orden de la parte superior de

la gréfica (Del 1 al 10, siendo el 1 el mas impotante). Aparece un p-
valor ajustado de la diferencia entre las poblaciones de cada phylum

y un boxplot con la representacion.
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Las Figura 43 y 44 contienen informacion complementaria para
comprender el significado de los resultados del DESeq a nivel de phylum. En
ambas figuras se observa que el phylum Fusobacteria ha sido el tnico que ha
reducido sus valores de forma significativa. Firmicutes también disminuye pero de
forma muy discreta. Proteobacteria ha sido el phylum que mas ha aumentado en
comparacion con el resto entre ambas visitas aunque sin alcanzar significancia

estadistica.
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Figura 43. Representacion de los valores de FoldChange obtenidos al comparar las
poblaciones a nivel de phylum. Las barras rojas representan los phylum que han
aumentado en la Visita 3 y las azules son las que han disminuido.
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Figura 44. Representacion de los valores de FoldChange y conteo de secuencias
obtenidas al comparar las poblaciones a nivel de phylum. El punto rojo
(Fusobacteria) indica el tiinico phylum que ha disminuido de forma significativa en
la comparacion realizada mediante DESeq. No se ha observado ningtn phylum

que aumentara de forma significativa.
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5.4.2.5 Heatmap a nivel de phylum

A continuaciéon mostramos el heatmap a nivel de phylum (Figura 45).
Destaca el phylum Firmicutes como microorganismo mayoritario. Otros phylums
relevantes son Actinotobacteria, Bacteroidetes, Fusobacteria, Proteobacteria vy
Tenericutes.
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Figura 45. Heatmap a nivel de phylum. Mapa de colores que va desde el rojo
(mayor abundancia) al azul (menor abundancia), donde cada muestra es una
columna y cada fila una OTU.
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5.4.3 Resultados a nivel de familia

5.4.3.1 Pruebas de dispersion a nivel de familia

A nivel de familia no existe una distincién significativa en cuanto a
diversidad entre las muestras, tal y como se puede observar en las Figuras 46-48.
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Figura 46. Figuras boxplot que representan la diversidad de las muestras segiin
las variables estudiadas a nivel de familia. Los indices de diversidad mostrados
corresponden a la Riqueza de la muestra, indice de diversidad de Shannon y Simpson.



CAPITULO V: RESULTADOS 193

Shannon

Diversity variztion
o

Place Probi

Treatment

Figura 47. Diagrama de cajas (boxplot) del resultado de la aplicacion del indice de
Shannon en ambos grupos de tratamiento a nivel de familia. Observamos que no

existen diferencias significativas en cuanto a la diversidad de las muestras.
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Figura 48. Diagrama de cajas (boxplot) del resultado de la aplicacion del indice de
Simpson en ambos grupos de tratamiento a nivel de familia. Observamos que no

existen diferencias significativas en cuanto a la diversidad de las muestras.
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Ademads, hemos realizado el test denominado Local Contribution to Beta
Diversity (Figura 49) en el que se puede comprobar que no hay ninguna muestra
que destaque sobre todas las demas, tanto en el caso del estudio a nivel de familia
como en el estudio al resto de niveles taxondmicos, lo que indica que la
contribucion de todas las muestras a la diversidad es relativamente homogénea.
Esto sirve para confirmar la ausencia de posibles outliers o valores atipicos que

puedan alterar el resultado.
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Figura 49. Grafica de barras acumulativas comparando las familias detectadas en
las muestras con los perfiles de bacterias basadas en el 165 rARN en ambos
grupos de tratamiento en Visita 1y 3.
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5.4.3.2 Resultado del Analisis Principal de Componentes (PCoA) a nivel de
familia.

Al realizar una grafica PCoA (Figura 50) se puede observar como no existe
una tendencia a diferenciar las muestras entre las variables, teniendo en cuenta el
nivel de familia. Esto se puede comprobar por el andlisis de PERMANOVA
realizado sobre las variables en la PCoA, cuyo p-valor es mayor a 0.05. Ademas,
se ha realizado un test de beta dispersién por parejas de variables para ver si
existe una variabilidad significativa entre ellas, donde el p-valor obtenido ha sido
mayor a 0.05 en todas las comparaciones (Figura 50), por lo que no se puede intuir
una relacién directa entre las variables propuestas y la poblaciéon bacteriana a
nivel de familia.
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Dim1 {10.42%)
BETA-DISPERSION
Probi-Vst1-Probi-Vst3  p-value=1e-02 "

) i PERMANOVA
Place-Vst1-Probi-Vst3 p-value=2e-02 RA2  0.018
Place-Vst3-Probi-Vst3  p-value=3e-02 * p.value = 0.456 .

Place-Vst1-Place-Vst3 p-value=8e-01.
Place-Vst3-Probi-Vst1  p-value=9e-01 .

Figura 50. Grafica de coordenadas principales en las que se muestra las
diferencias entre las muestras y si se agrupan correctamente a nivel de familia. El
analisis PERMANOVA no ha detectado significancia estadistica en cuanto a la
separacion entre grupos a nivel de familia (p>0,05).
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5.4.3.3 Resultados del Canonical Correlation Analysis (CCA) a nivel de
familia

El andlisis de CCA (Figura 51) corrobora el resultado de la PCoA de que
no existe una diferencia real entre la poblacion de las muestras teniendo en
cuenta los dos grupos del tratamiento recibido y la visita a nivel de familia, ya
que no logra separar con bastante precision las muestras cuando intenta
maximizar la correlacion en dicha variable.
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Figura 51. Grafica que muestra el Canonical Correspondance Analysis a nivel de
familia. En esta grafica se han maximizado las diferencias entre los grupos para
comprobar si alguna combinacién de las familias que existen consigue definir las
diferencias entre los grupos propuestos.
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5.4.3.4 Resultados del analisis con DESeq2 a nivel de familia

A continuacion mostramos las graficas que representan los hallazgos en
cuanto a los microorganismos mas importantes a nivel de familia presentes en las
muestras. En concreto, las puntuaciones mostradas en las graficas de la Figura 52
y 53 corresponden a los valores de importancia que se han obtenido tras aplicar el
algoritmo de RandomForest a las muestras. Tras realizar diversas simulaciones
aleatorias, este algoritmo resume los organismos que mas veces han aparecido
como relevantes en la comparacion entre Visitas 1 y 3, y le atribuye un score a
cada uno de ellos. Como vemos, la familia mas importante con diferencia fue
Microbacteriaceae, existiendo poca diferencia entre el resto de las familias,
incluyendo los Lactobacillaceae que ocupan la posicion niumero 8 entre las familias
mas importantes.

Microbacteriaceae

Lactobacillaceae

Mean Decrease in Accuracy

Taxa description

Figura 52. Representacion grafica del valor obtenido mediante RandomForest
que indica la magnitud de la importancia de cada familia.
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Figura 53. Familias mds importantes encontradas en la comparacion.
La importancia viene delimitada por el orden de la parte superior de
la grafica (Del 1 al 10, siendo la 1 la méas importante). Aparece un p-
valor ajustado de la diferencia entre las poblaciones de cada familia
y un boxplot con la representacion.
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Las Figura 54 y 55 contienen informacion complementaria para

comprender el significado de los resultados del DESeq. Ambas reflejan un

descenso en la familia Fusobacteriaceae de forma estadisticamente significativa. La

familia Lactobacillaceae también se observd a la baja pero de manera muy discreta.

Por otro lado, la familia Enterobacteriaceae aumentd de forma estadisticamente

significativa.

Fusobacteriaceae
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Figura 54. Representacion de los valores de FoldChange obtenidos al comparar las

poblaciones a nivel de familia. Las barras rojas representan las familias que han

aumentado en la Visita 3 y las azules son las que han disminuido.
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Figura 55. Representacion de los valores de FoldChange y conteo de secuencias
obtenidas al comparar las poblaciones a nivel de familia. Los puntos rojos indican
las familias que han aumentado (extremo inferior de la gréfica) o disminuido
(extremo superior de la grafica) de forma significativa en la Visita 3 en la
comparacion realizada mediante DESeq.
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5.4.3.5 Heatmap a nivel de familia

A continuacion mostramos el heatmap a nivel de familia (Figura 56).
Destaca la familia Lactobacillaceae como microorganismo mayoritario. Otros
géneros relevantes son Bifidobacteriaceae, Prevotellaceae y Atopobiaceae.

[0]Bacteria;[1]Firmicutes [2]Clostridia; [3]Clostridiales;{4]null
[0]Bacteria; [1]Firmicutes [2] Tissierelia;[3jnull:[4]null
Acidaminococcaceae

| rﬁ'ﬂrﬂh

.AtOpOblaC?ae e i o ol e
Bifidobacteriacea Campyibacteraceae 60

[0]Bacteria; [1]Firmicutes;[2]Bacilli;[3]Bacillales [4]null !
80

Cluster 1133 40

Cluster 1433 20

Cluster 2037 =
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0

Lachnospiraceae

Laoclcog—  |_gctobacillaceae

Leptotichiaceae

Moraxellaceae
Mycoplasmataceae
Neisseriaceae

No Hit
Pasteurellaceae
Peptococcaceae

receicse 4——  Prevotellaceae

Veillonellaceae

Figura 56. Heatmap a nivel de familia. Mapa de colores que va desde el rojo
(mayor abundancia) al azul (menor abundancia), donde cada muestra es una
columna y cada fila una OTU.
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5.4.4 Resultados a nivel de especie

5.4.4.1 Pruebas de dispersion a nivel de especie

A nivel de especie no existe una distincion significativa en cuanto a
diversidad entre las muestras, tal y como se puede observar en las Figuras 57-59.
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Figura 57. Figuras boxplot que representan la diversidad de las muestras segun
las variables estudiadas a nivel de especie. Los indices de diversidad mostrados
corresponden a la Riqueza de la muestra, indice de diversidad de Shannon y Simpson.
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Figura 58. Diagrama de cajas (boxplot) del resultado de la aplicacion del indice de
Shannon en ambos grupos de tratamiento a nivel de especie. Observamos que no

existen diferencias significativas en cuanto a la diversidad de las muestras.
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05
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Figura 59. Diagrama de cajas (boxplot) del resultado de la aplicacion del indice de
Simpson en ambos grupos de tratamiento a nivel de especie. Observamos que no

existen diferencias significativas en cuanto a la diversidad de las muestras.
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Ademads, hemos realizado el test denominado Local Contribution to Beta
Diversity (Figura 60) en el que se puede comprobar que no hay ninguna muestra
que destaque sobre todas las demas, a nivel de especie como en el estudio al resto
de niveles taxonomicos, lo que indica que la contribucion de todas las muestras a

la diversidad es relativamente homogénea. Esto sirve para confirmar la ausencia

de posibles outliers o valores atipicos que puedan alterar el resultado.
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Figura 60. Gréfica de barras acumulativas comparando las especies detectadas en
las muestras con los perfiles de bacterias basadas en el 165 rARN.
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5.4.4.2 Resultado del Analisis Principal de Componentes (PCoA) a nivel de
especie.

Al realizar una grafica PCoA (Figura 61) se puede observar como no existe
una tendencia a diferenciar las muestras entre las variables, teniendo en cuenta el
nivel de especie. Esto se puede comprobar por el andlisis de PERMANOVA
realizado sobre las variables en la PCoA, cuyo p-valor es mayor a 0.05. Ademas,
se ha realizado un test de beta dispersion por parejas de variables para ver si
existe una variabilidad significativa entre ellas, donde el p-valor obtenido ha sido
mayor a 0.05 en todas las comparaciones (Figura 61), por lo que no se puede intuir
una relacién directa entre las variables propuestas y la poblacion bacteriana a
nivel de especie.
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Place-Vst3-Probi-¥st1  p-value=7e-01 .
Place-Vst1-Place-Vst3 p-value=8e-01.

R"2 =0.015
p.value = 0.729 .

Figura 61. Grafica de coordenadas principales en las que se muestra las
diferencias entre las muestras y si se agrupan correctamente a nivel de especie. El
analisis PERMANOVA no ha detectado significancia estadistica en cuanto a la
separacion entre grupos a nivel de especie (p>0,05).
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5.4.4.3 Resultados del Canonical Correlation Analysis (CCA) a nivel de
especie

El andlisis de CCA (Figura 62) logra diferenciar las muestras seguin los
grupos de tratamiento y la visita a nivel de especie, ya que consigue separar con
bastante precision las muestras cuando intenta maximizar la correlacion en dichas
variables
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Figura 62. Grafica que muestra el Canonical Correspondance Analysis a nivel de
especie. En esta grafica se han maximizado las diferencias entre los grupos para
comprobar si alguna combinacion de las especies que existen consigue definir las
diferencias entre los grupos propuestos.
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5.4.4.4 Resultados del analisis con DESeq2 a nivel de especie

A continuacion mostramos las graficas que representan los hallazgos en
cuanto a los microorganismos mas importantes a nivel de especie presentes en las
muestras. En concreto, las puntuaciones mostradas en las graficas de la Figura 63
y 64 corresponden a los valores de importancia que se han obtenido tras aplicar el
algoritmo de RandomForest a las muestras. Tras realizar diversas simulaciones
aleatorias, este algoritmo resume los organismos que mas veces han aparecido
como relevantes en la comparacion entre visitas, y le atribuye un score a cada uno
de ellos. Como vemos, la especie mds importante fue Prevotella bivia seguido de
forma estrecha por P. disiens, existiendo poca diferencia entre el resto de especies.
Las especies Bifidobacterium dentium vy Lactobacillus psittaci no destacan entre el
resto de especies.

Prevorella bivia
¥l P disiens

Bifidobacterium | Lactobacillus
dentium psittaci

(I

Figura 63. Representacion grafica del valor obtenido mediante RandomForest
que indica la magnitud de la importancia de cada especie.

Mcan Decrease in Accuracy
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Figura 64. Especies mas importantes encontradas en la comparacion.
La importancia viene delimitada por el orden de la parte superior de
la grafica (Del 1 al 10, siendo la 1 la mas importante). Aparece un p-
valor ajustado de la diferencia entre las poblaciones de cada especie
y un boxplot con la representacion.
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Las Figura 65 y 66 contienen informacion complementaria para
comprender el significado de los resultados del DESeq. Ambas reflejan un
descenso en la especie Parvimonas micra de forma estadisticamente significativa y
por encima del resto de microorganismos, seguido por Peptoniphilus lacrimalis,
Peptoniphilus coxis y Mageeibacillus indolicus. Por otro lado, se observé un aumento
mas pronunciado de Escherichia fergusonii, seguido de Prevotella bivia, Actinomyces
neuii, Lactobacillus acidophilus y Lactobacillus psittaci, todas ellas de forma
estadisticamente significativa. El probiotico Lactobacillus rhamnosus no presentd

cambios significativos en la comparativa con un p-valor ajustado de 0,48.

1
Lactobacillus rhamnosus

i

L O 1O T ST e 1
T T

Figura 65. Representacion de los valores de FoldChange obtenidos al comparar las
poblaciones a nivel de especie. Solo se muestra una fracciéon de la grafica ya que
debido a sus dimensiones no es posible mostrarla integramente. Las barras rojas
representan las especies que han aumentado en la Visita 3 y las azules son las que
han disminuido. Se observa un descenso aunque no significativo de Lactobacillus

rhamnosus.
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Figura 66. Representacion de los valores de FoldChange y conteo de secuencias
obtenidos al comparar las poblaciones a nivel de especie. Los puntos rojos indican
las especies que han aumentado (extremo inferior de la grafica) o disminuido
(extremo superior de la grafica) de forma significativa en la Visita 3 en la
comparacion realizada mediante DESeq.

5.4.4.5 Heatmap a nivel de especie

A continuacion mostramos el heatmap a nivel de especie (Figura 67).
Destacan las especies Lactobacillus crispatus y L. iners como microorganismos
mayoritarios. Existe presencia de L. jensenii y gasseri pero de forma mads reducida.
Otras especies relevantes son Atopobium vaginae, Gardenerella vaginalis, Prevotella
amni entre otras de su especie y Sneathia sanguinens.
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Figura 67. Heatmap a nivel de especie. Mapa de colores que va desde el rojo
(mayor abundancia) al azul (menor abundancia), donde cada muestra es una
columna y cada fila una OTU.

5.4.5 Evolucion de los vaginotipos como estudio longitudinal del conjunto de
todas las muestras.

Realizando una comparacion general de las pacientes de ambos grupos de
tratamiento de nuestro estudio de forma conjunta, se han incluido 3 pacientes

eliminadas por mal cumplimiento del tratamiento, mala tolerancia al tratamiento
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y por error en el procesamiento de alguna de sus muestras. Los vaginotipos mas
prevalentes en cada una de las visitas se encuentran reflejados en la Tabla 16. En
general, los vaginotipos mas frecuentes tomando en cuenta ambas visitas fueron
el Iy el IIT con 53 y 50 muestras pertenecientes a estas comunidades en cada caso.

El segundo lugar lo ocupa la microbiota tipo IV con 39 muestras a su favor.

Vaginotipos Visita 1 Vaginotipos Visita 3
I =25(32,89) I =28 (36,84)
II =4 (526) I1=4(5,26)
III = 28 (36,84) I1I = 22 (28,95)
IV =18 (23,68) IV =21 (27,63)
V= 1(132) V=1(1,32)
Total =76 Total =76

Tabla 16. Recuento total de vaginotipos encontrados en la Visita 1 (primera
columna) y en la Visita 3 (segunda columna) de nuestro estudio. La primera cifra
corresponde al ntimero absoluto y la segunda al porcentaje que representa del

total de los vaginotipos encontrados en la Visita 1 y 3 respectivamente.

La Tabla 17 muestra la transicion de vaginotipos encontrada tras el analisis
de la base de datos obtenida. El 75% de las pacientes mantuvo su vaginotipo
inicial durante el periodo de seguimiento, mientras que solo un 25% (19
pacientes) cambiaron su tipo de microbiota. La comunidad tipo I persiste en un
76% de las que se hallaron inicialmente, la tipo III en el 71,43% y la tipo IV en el
77,78% de los casos. El nimero de pacientes con vaginotipo II y V fue muy
limitado.
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Transicion de
vaginotipos I II 111 I\% \Y%

I 19 (76) 0 1(4) 5 (20) 0

11 0 4 (100) 0 0 0

III 7 (25) 0 20 (71,43) | 1(3,57) 0

IV 2 (11,11) 0 1(5,56) | 14 (77,78) | 1 (5,56)

A 0 0 0 1 (100) 0

Tabla 17. Transicidén de los vaginotipos desde la Visita 1 (columna morada) a la
Visita 3 (columnas azules) de nuestro estudio. La primera cifra corresponde al
numero absoluto y la segunda al porcentaje que representa del total de los

vaginotipos encontrados en la Visita 1.

A continuacion, en la Tabla 18 se muestran las comunidades bacterianas
encontradas seguin la fase del ciclo en la que fue tomada la muestra de la Visita 1.
Como vemos, el vaginotipo III fue el mds prevalente en la fase folicular (57% del
total de ese vaginotipo). En la fase periovulatoria la comunidad tipo I y III fueron
las mas frecuentes (24% y 14% respectivamente del total de cada vaginotipo). Por
ultimo, el vaginotipo I y el IV fueron los mas encontrados en las muestras

tomadas en la fase Ittea (36% y 44% del total de casos respectivamente).

Fase del ciclo I II III IV \"
Folicular 7 (28) 1(25) 16 (57,14) 7 (38,89) 0
Periovulatoria 6 (24) 0 4 (14,29) 2 (11,11) 0
Luatea 9 (36) 1(25) 3 (10,71) 8 (44,44) 0
Desconocida 3 (12) 2 (50) 5 (17,86) 1 (5,56) 1 (100)
Total
vaginotipos 25 4 28 18 1

Tabla 18. Total de vaginotipos encontrados en la Visita 1 segtin la fase del ciclo en
la que fue tomada la muestra. La primera cifra corresponde al nimero absoluto y
la segunda al porcentaje que representa del total de los vaginotipos encontrados

en dicha visita.
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A continuacion, se muestra la distribucion grafica del conjunto de los
vaginotipos encontrados en las muestras tomadas (Figura 68). Como vemos,
existen tres vaginotipos principales en nuestro estudio: I, III y IV con
caracteristicas muy definidas y algunas muestras localizadas a medio camino
entre estos vaginotipos. Los vaginotipos II y V, se encuentran en muy escaso

numero en nuestra poblacion.

PCA plot
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Figura 68. Vaginotipos encontrados en el conjunto de pacientes representado por
colores. El vaginotipo Il y V se encuentran infrarepresentados en la poblacion

estudiada. PC1 = Componente Principal 1. PC2 = Componente Principal 2.
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CAPITULO VI - DISCUSION

6.1 Microbiota vaginal y factores influyentes

La microbiota vaginal es un ecosistema complejo que puede presentar una
gran variabilidad inter e intraindividual a lo largo de la vida. Esta puede verse
alterada por diferentes factores intrinsecos como la edad, raza, genética y
fluctuaciones hormonales, asi como por factores extrinsecos como ingesta de
antibioticos o anticonceptivos orales, practicas sexuales, lavados vaginales, entre
otros. Para conseguir nuevamente un estado de homeostasis vaginal, en ocasiones

se precisa del aporte exdgeno de Lactobacillus mediante el empleo de probidticos.

Segin la Organizacion Mundial de la Salud, los probidticos son
"microorganismos vivos que cuando se administran en cantidades adecuadas
confieren un beneficio para la salud del huésped". Como se ha reflejado en la
revision bibliografica, actualmente existen diversos estudios que muestran los

beneficios de esta terapia en distintos aparatos y sistemas.

6.2 Prevencion y tratamiento de las disbiosis vaginales mediante el empleo de
probidticos

En cuanto a la prevencion de las disbiosis vaginales, la mayoria de los
estudios avalan su empleo adyuvante tras los antimicrobianos para prevenir
recurrencias. Por otro lado, uno de los pocos ensayos que administran probidticos
de manera conjunta con los antimicrobianos es el de Sgibnev A et al (Grupo 1,
metronidazol oral + Lactobacillus rhamnosus Lcr35 via vaginal vs Grupo 2,
metronidazol + placebo)®. Se demuestra que a pesar de que no se alcanza una
curacion total en el Grupo 1, los probioticos potencian el efecto de los
antimicrobianos duplicando su tasa de éxito®. Estos hallazgos validan el efecto
que tienen los Lactobacillus y sus productos antimicrobianos como “ayudante de

los antibioticos”, sensibilizando a los microorganismos patdgenos ante estos
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agentes*. Sin embargo, no se deben extrapolar estos resultados a todas las cepas
probiodticas ni la combinacion con cualquier antimicrobiano es valida. Para ello, es
preciso de estudios in vitro e in vivo con cepas de colonizacion vaginal
demostrada que presenten resistencia al agente antimicrobiano coadministrado, y
que a su vez, potencien su efecto para la resolucién de procesos infecciosos de

forma mas eficaz como es el caso del L. rhamnosus Lcr35%.

Hasta el momento, solo se han realizado tres estudios en los que se
administran tinicamente probioticos para el tratamiento de infecciones. Anukan
KC et al en 2006%, realizan un estudio en pacientes con VB a las que se les pauta
un tratamiento via vaginal con metronidazol vs capsulas de L. rhamnosus GR-1 +
L. reuteri RC-14, ambos por 5 dias. Las muestras vaginales estudiadas muestran
un 90% de curaciéon en el grupo de probidticos vs 55% en el grupo de
metronidazol el dia 30 de seguimiento®. Vujic et al’, presentaron un estudio en el
que administraron el probidtico via oral L. rhamnosus GR-1 + L. reuteri RC-14 por 6
semanas vs placebo para el tratamiento de VB, VC y tricomoniasis en 544 mujeres.
Al finalizar el tratamiento, se encontré una normalizaciéon de la microbiota
vaginal en el doble de pacientes del grupo probidtico, efecto que se mantuvo
estable en la semana 12 de seguimiento en dicho grupo vs solo en 1/5 de las
pacientes del grupo placebo. Por tltimo, Arroyo R et al'®® realizaron un ensayo en
mujeres con mastitis puerperal a las que trataron durante 21 dias empleando la
siguiente pauta: Grupo A, L. fermentum CECT5716; Grupo B, L. salivarius
CECT5713; Grupo C, antibioterapia. La cantidad de bacterias presentes en la leche
materna y la escala del dolor al finalizar el tratamiento, asi como el porcentaje de
recurrencias a los 3 meses fue inferior en los grupos probidticos en comparacion
con el grupo antibiotico’. Por tanto, la administracion de probioticos resulta una
medida eficaz para el tratamiento de procesos infecciosos y futuros estudios
dictaminaran si es posible su empleo como alternativa a los antimicrobianos en la
practica clinica habitual. De esta manera, se evitarian tratamientos prolongados
preventivos con antimicrobianos con aumento de sus efectos adversos,
resistencias bacterianas, problemas de alergias medicamentosas, asi como el
impacto importante que estos representan sobre la homeostasis de la microbiota

del huésped.
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En general, la formulacion probidtica mas ampliamente estudiada tanto
via oral como vaginal para el tratamiento de distintas afecciones vaginales es L.
rhamnosus GR-1 + L. reuteri RC-14, aunque muchos de estos ensayos fueron
realizados por el mismo grupo de investigacion. Esto no implica que sea la
formulacion probidtica mas adecuada en todos los casos ni que se puedan
generalizar sus propiedades farmacoldgicas a todas las cepas de la misma especie
ya que estas presentan una gran variabilidad fenotipica con distintos mecanismos
de adhesion, produccidn de sustancias antimicrobianas, antagonismo contra
diferentes patogenos, entre otros. Sin embargo, cuenta con estudios que respaldan
su eficacia via vaginal a diferencia de muchos de los productos disponibles

actualmente.

Se precisa de la realizacion de estudios de eficacia in vivo previo a la
comercializacion de cada cepa probiodtica a pesar de que se cataloguen como
alimentos probidticos y no estén sujetos a regulacion por la FDA. De esta manera
se garantiza a los consumidores la eficacia del tratamiento probidtico que
adquieren para un fin determinado. Ademds, en futuros estudios, es
recomendable el andlisis de las muestras mediante técnicas de secuenciacion
masiva en grupos grandes de pacientes y concretar las cepas lactobacilares y dosis

mas iddneas para cada afeccion vaginal.
6.3 Analisis de los resultados del estudio

El objetivo del presente estudio fue analizar la microbiota vaginal de una
poblacion de mujeres fértiles y el impacto que ejerce sobre esta la ingesta durante
4 semanas de la cepa probidtica Lactobacillus rhamnosus CECT 8800 mediante un
estudio de intervencidn, controlado con placebo, aleatorizado, doble-ciego.
Después del andlisis de los datos obtenidos, se demuestra que Lactobacillus
rhamnosus CECT 8800 no coloniza la microbiota vaginal tras su administracion via
oral. En consecuencia, no hubo diferencias estadisticamente significativas entre la
microbiota vaginal encontrada en las Visitas 1 y 3 al compararla con el grupo
placebo en relacion con el género Lactobacillus (p = 0.7908) ni en la presencia de
Lactobacillus rhamnosus CECT 8800 aunque para esta cepa se obtuvo un valor de p

mas reducido (p = 0,13, test de Wilcoxon). Tampoco se observaron cambios en
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cuanto a la prevalencia de las especies patdgenas estudiadas: Gardnerella vaginalis
(p = 0.5728), Atopobium vaginae (p = 0.9171) y Streptococcus agalactie (p = 0.8862). En
cuanto a Propinobacterium acnes (actualmente Cutibacterium acnes), no se obtuvo
cuantificacion de esta especie en las muestras analizadas. Al unificar todos los
patogenos y compararlos con los valores iniciales en ambos grupos, se encontrd
una tendencia a un delta negativo, es decir, una disminucién de microorganismos
“patégenos” en el grupo que consumié6 CECT 8800, pero sin significancia
estadistica (p = 0.3432). Por ultimo, se analizo si la ingesta del probidtico CECT
8800 tuvo un impacto diferencial en la biodiversidad encontrada en la microbiota
vaginal de las mujeres incluidas en el estudio. La evolucion del indice de Shannon
(analiza la heterogeneidad de la muestra, tomando en cuenta el ntimero de
especies presentes y su abundancia relativa) en ambos casos fue muy similar para
ambos grupos, no encontrandose diferencias significativas en el impacto sobre la
diversidad (p = 0.729).

En relacion a los vaginotipos encontrados en nuestro estudio, inicialmente
se observo que el grupo asignado al tratamiento probidtico contenia un mayor
numero de mujeres con microbiota vaginal disbidtica (tipo IV) que las del grupo
placebo. Este parametro resulta muy complicado de estratificar o de tener en
cuenta de manera previa al estudio, ya que un perfil disbidtico puede presentarse
en mujeres asintomaticas como ya hemos comentado. Ademads, estas pueden

encontrarse en tres escenarios:

a) En un estado intermedio de su microbiota hacia una disbiosis mayor
en la que se presentaran los sintomas.

b) En proceso de normalizacion de sus poblaciones bacterianas.

¢) En un estado disbidtico crénico, que implicara molestias a lo largo de

su vida, aunque en el momento del estudio no las presentara.

6.4 Analisis de los posibles factores intercurrentes en los resultados obtenidos

Después de realizar una revision exhaustiva de la metodologia y el disefio
empleado en el estudio, se detallan a continuacidon una serie de factores que

pueden haber influido en los resultados del estudio.
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6.4.1 Cepa probidtica a estudio

El Lactobacillus rhamnosus CECT 8800 proviene de muestras vaginales de
mujeres sanas seleccionado de entre otras 44 cepas vaginales por su facultad para
disminuir el pH del medio y la sintesis de 4cidos organicos'®2. Esta forma de
seleccion de probioticos destinados a la optimizacion de la microbiota vaginal
representa una mejor opcion que las cepas de origen animal o lacteo debido a la
mayor afinidad de las primeras para la colonizacion de este epitelio, asi como una

mayor habilidad para inhibir a los patogenos locales!.

En el experimento in vitro con muestras de epitelio endometrial de
Chenoll E et al'®?, se demostré la utilidad de CECT 8800 en la prevencién de
infecciones endometriales mediante la acidificacion del medio en presencia de
diversos patdgenos asi como deplecion de especies como de Propionibacterium
acnes y Streptococcus agalactie'®?. Ademas, se comprueba que CECT 8800 a 1x10°
UFC/ml produce 4acido lactico, fomenta la reduccion de moléculas
proinflamatorias IL-6, IL-8, MCP-1 y su seguridad esta comprobada en un modelo

animalte?,

Garcia-Velasco JA2%, realizd un estudio in vivo con L. rhamnosus CECT
8800 vs placebo via vaginal en pacientes en tratamiento de fertilidad desde el dia
4-6 de la estimulacion ovarica hasta 3-5 dias de la puncion folicular. Tras finalizar
la estimulacion ovdrica, se encontré una mayor concentracion lactobacilar en el
grupo probiodtico de forma estadisticamente significativa (p<0,04)?®. También se
encontrd un aumento de vaginotipos I (L. crispatus), III (L. iners) y V (L. jensenii),
asi como disminucién del nimero de pacientes que presentaban un vaginotipo IV
(grupo de diversidad bacteriana y deplecion lactobacilar) en el grupo
probidtico?®. Ademads, se demuestra la presencia de L. rhamnosus CECT 8800
durante su administracion via vaginal mediante la secuenciacion del gen 16 rARN
aunque sus valores descienden tras el cese del tratamiento*®. En la muestra
tomada al finalizar el tratamiento, la poblacion lactobacilar habia disminuido, lo
que fue atribuido a la administracion de azitromicina el dia de la extraccién

ovocitaria?®. Sin embargo, también puede indicar su baja capacidad de
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permanencia en el entorno vaginal tras el cese de su administracion local. No se
observaron efectos adversos asociados al empleo del probidtico en humanos?®. A
pesar de todo esto y aunque la cepa CECT 8800 es de procedencia vaginal, esta no
se encuentra entre las mas prevalentes de esta microbiota, lo que puede haber

influido a la hora de su colonizacion vaginal®!.
6.4.2 Evidencia a favor de las cepas de la especie Lactobacillus rhamnosus

Existen diversas cepas de L. rhamnosus que han mostrado propiedades

beneficiosas para el entorno vaginal:

v' Las cepas de Lactobacillus rhamnosus Lcr35% y GR-1* han demostrado su

adherencia al epitelio cervicovaginal de forma especifica lo que representa

un punto clave en la colonizacion del entorno vaginal y el bloqueo del
asentamiento de patogenos'®. Petrova MI et al*, demostraron la unién de
esta ultima cepa a través de la proteina 1 lectin-like con mas afinidad por
el epitelio vaginal que por el intestinal, promoviendo su paso del tracto
gastrointestinal a la vagina después de su administraciéon oral. Esta
proteina puede representar una herramienta clave para la colonizacion del
entorno vaginal por parte de GR-1. Futuros estudios determinaran si estas
moléculas son la causa de que cepas de la misma especie tengan diferente

impacto en la microbiota del huésped tras su administracion.

v' En cuanto al poder antagoénico contra patdgenos de la especie L.
rhamnosus, las cepas Lcr35% y HN001?*7 han demostrado la inhibicidn de
microorganismos nocivos in vitro. El primero, a pesar de ser de
procedencia intestinal, ha demostrado mejorar la microbiota vaginal™ y ser
efectivo contra Provotella bivia, Gardnerella vaginalis y Candida albicans®,
mientras que el segundo es tutil contra Gardnerella vaginalis, Atopobium
vaginae, Escherichia coli y Staphylococcus aureus®”. Ademas, GR-1 evito la
union de E. coli in vitro y la generacion de biopeliculas, paso fundamental
para evitar las resistencias bacterianas a los antimicrobianos, permitiendo
que estos penetren mds facilmente y demostrando nuevamente su

potencial empleo como ayudante de los antibioticos. Por otro lado, las
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sustancias inhibidoras bacteriocin-like de L. rhamnosus L60 mostraron su

poder de inhibicion contra el Streptococcus del grupo B*%.

v' Existen estudios que respaldan su efectividad contra el VPH. L. rhammnosus

BMX 54 (10%) administrado por 6 meses via vaginal, ha demostrado
ayudar a la eliminacion del VPH y las lesiones intraepiteliales cervicales de
bajo grado. Futuros estudios determinaran cual es la cepa mds idonea para
este fin, pero abre la puerta a una nueva herramienta terapéutica para la

erradicacion de un virus tan prevalente como este.

v" Optimizaciéon de la microbiota presente en neovaginas/vaginas tras la
administracion via oral por 7 dias de L. rhamnosus LbV96 junto con otras

especies™®,.

v" Se ha comprobado la deteccién vaginal tras la administracién via oral de
las siguientes cepas: L. rhamnosus HNOO01 (5x10° UFC/12h/14 dias)?®, L.
rhamnosus PBS070 (5x10° UFC/12h/14 dias)” y L. rhamnosus GR-1
(1x10°/24h/28 dias) (GR-1 mejora la microbiota vaginal, aunque no se han

empleado técnicas especificas para su deteccion 7).

v" Se ha comprobado la deteccién vaginal tras la administracién topica de las
siguientes cepas: L. casei subespecie rhamnosus LN113 (10310 UFC/12h/5
dias) se detecta en vagina hasta 6 meses” y L. rhamnosus GR-1 (1x10° cada

uno/12h/5 dias) se aisla hasta 1 mes después®. En el estudio de Garcia-
Velasco JA?, se demuestra presencia de L. rhamnosus CECT 8800 durante
su administracion via vaginal aunque desciende tras el cese del

tratamiento.

Finalmente, aunque algunos miembros de la misma especie pueden tener
propiedades similares, su efectividad puede variar ampliamente. Por tanto, es un
error inferir que todas las cepas de la misma especie son ttiles como probioticos y

se pueden destinar para el mismo fin°.
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6.4.3 Probidticos multiespecie

EL probidtico empleado en el presente estudio cuenta con una sola especie
a alta concentracion. Sin embargo, existen muchos estudios que apoyan la nocién
de la administracion de probiodticos multiespecie ya que algunas cepas precisan
de otras para mejorar su colonizacion vaginal y pueden complementar su efecto
antagonico contra microorganismos nocivos. Entre estos estudios se encuentran

los siguientes:

v" Bertuccini L et al, observo in vitro el efecto beneficioso de la combinacién
de Lactobacillus rhamnosus HNOO1 y Lactobacillus acidophilus GLA-14 (1x108
y 1x107 UFC / ml) debido a sus diferentes propiedades contra patégenos

como Gardenerella vaginalis, Atopobium wvaginae, Escherichia coli 'y
Staphylococcus aureus®”.

v" Ruiz FO et al, demostraron el efecto beneficioso in wvitro de la

administracion _conjunta de sustancias inhibidoras similares a las

bacteriocinas de Lactobacillus rhamnosus L60 y Lactobacillus fermentum 123
sobre cepas de Streptococccus agalactie Grupo B obtenidas de muestras de
gestantes?®. El 91% de las cepas patogenas se mostraron sensibles a estas
sustancias por si solas, pero ain mas cuando se afiadian conjuntamente,
ralentizando el crecimiento del Streptococcus agalactie Grupo B (p<0,05)>5.
Debido al aumento de las resistencias a antimicrobianos debido a su facil
accesibilidad, automedicacion y mal empleo, la administracion de
probidticos como tratamiento profilactico de la infeccion Streptococcus
Grupo B en mujeres embarazadas cobra cada dia un papel mas importante
para disminuir la morbilidad en el recién nacido. Sin embargo, para su
validaciéon en la practica clinica se precisa de un ensayo in vivo con la

coadministracion de L60 y L23.

v" Reid G et al”?, administraron L. rhamnosus GR-1 y L. fermentum RC-14
(renombrada Lactobacillus reuteri RC-14) por via oral durante dos semanas
en pacientes con infecciones urogenitales recurrentes. Después de una

semana, observaron que en algunas mujeres la primera cepa se recupero
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por via vaginal y la segunda en otras, destacando el beneficio de la

administracion de probidticos multiorganismo debido a la combinacion de

los mecanismos de defensa y la diferente capacidad de colonizacién de los

Lactobacillus que varia entre cepas’.

v' Mezzasalma V et al”, utilizaron con éxito las siguientes combinaciones
probidticas via oral: Grupo A, L. acidophilus PBS066 y L. reuteri PBS072
(5x10° UFC /dia de cada cepa); Grupo B, L. rhamnosus PBS070, L. plantarum
PBS067 y Bifidobacterium animalis subespecie lactis PBS075 (5x10° UFC / dia

de cada cepa). Tras 7 dias de tratamiento, se aislaron en vagina las cepas

administradas via oral del Grupo A y B, excepto la cepa PBS067 que
necesité 14 dias de administracion para su deteccion vaginal”®>. También
demostraron el efecto antagonista del sobrenadante de estas cepas contra
Escherichia coli pero no contra Candida albicans in vitro en 24 horas. Esto
puede deberse a que algunos productos antimicrobianos como las
bacteriocinas solo son activas a determinados pHs y Candida no suele ser
susceptible al entorno acido generado por los Lactobacillus”. Sin embargo,
el Grupo A y B demostraron inhibir de forma moderada y fuerte a ambos

patdgenos respectivamente en cultivo vivo de Lactobacillus?.

v En un meta-analisis reciente presentado por Vrese M et al?'?, seleccionaron

tres ensayos clinicos aleatorizados donde se analiz6é el impacto en la

microbiota vaginal-neovaginal después de la administracién oral de la

siguiente formulacidn probidtica: L. rhamnosus LbV96, L. crispatus LbV 88,

L. gasseri LbV150N y L. jensenii LbV116. Se observé una mejoria en la

puntuacion Nugent en comparacion con el grupo placebo (p<0,004).

v" Ehrstrom S et al”” llevaron a cabo un estudio donde tras el tratamiento con
los antimicrobianos habituales empleados en VC y VB, se administrd via
vaginal Lactobacillus gasseri LN4O, L. fermentum LN99, L. casei subespecie
rhamnosus LN113 y Pedicoccus acidilactici LN23 por 5 dias. Se encontré que
al menos una de estas cepas probidticas fue aislada en vagina en mas de la
mitad de los casos al mes de seguimiento y en 9% tras 6 meses”. Ademas,

la adiciéon de Pedicoccus acidilactici LN23 representd una ventaja para las
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otras cepas principalmente por su capacidad de acidificar el pH
rapidamente y, permitir asi, la proliferacion de los Lactobacillus,

desapareciendo LN23 posteriormente”.

Existe algin estudio donde se emplea una sola cepa que ha demostrado su
validez, como el de Bodhot JM et al, donde se administré via oral L. rhamnosus
Lcr35 2x10% por 4 semanas mejorando la microbiota vaginal segun la escala
Nugent”. Sin embargo, tres estudios en los que se administro otra cepa, L.
rhamnosus GG de forma tnica, via oral”>?'! o vaginal?? a alta concentracion (entre
2x10°-1x10") tuvieron resultados desalentadores. Probablemente, esto se deba a
que GG carece de proteinas de adhesion especificas al epitelio vaginal y que
eviten la union de patégenos como el biosurfactante 29 kDa?"'. Ademas, presenta
una baja produccion de perdxido de hidrogeno?'. Sin embargo, la cepa GG si
muestra utilidad para su empleo a nivel gastrointestinal en el estudio de
Colodner R et al. Los autores administraron L. rhamnosus GG en una bebida de
yogurt (1-2x10°) por un mes, observando una colonizacion rectal de la cepa en el
78% de las pacientes, mientras que solo se aislo en 9% de las muestras
vaginales?!!. Por tanto, a pesar de que este probidtico ain se comercializa para la
mejora de la microbiota vaginal, no se recomienda su empleo para este fin debido
a la carencia de estudios que respalden su eficacia, pero se puede valorar su

empleo para la homeostasis de la microbiota gastrointestinal.

Es importante destacar que los probidticos de multiples especies deben
contener cepas cuidadosamente seleccionadas que proporcionen diferentes
propiedades antagonicas contra los patdgenos y no se inhiban entre si. Chapman
CM et al?, realizaron un estudio in vitro donde observaron que las 14 cepas
empleadas de Lactobacillus, Bifidobacterium vy Streptococcus salivarius tenian la
capacidad de inhibir por lo menos una de las otras cepas probioticas (sobre todo
entre Lactobacillus), resultando en una posible disminucion de su eficacia con la
administracion de multiples especies?®. Sin embargo, el efecto general fue
beneficioso ya que en la mitad de los casos la combinacion de especies probidticas
resultd superior en cuanto a la inhibicién de patdgenos en comparacion a cuando
se emplearon dichas cepas por separado??. En el cultivo con E. coli NCFB 1989,

resultaron mas eficaces las cepas unicas de Lactobacillus y, contra Salmonella
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typhimurium LT2, fueron mejores las combinaciones de distintos géneros?. En
futuros estudios se debe tomar en cuenta la biomasa de las especies, ya que existe
una asociacion entre esta y el poder neutralizante contra los microorganismos
patogenos?®. Ademas, los consumidores deben ser cuidadosos a la hora de elegir
el producto probidtico a usar ya que frecuentemente optan por aquel que presenta
mayor niamero de especies diferentes, sin considerar que pueden tener un efecto

inhibitorio entre ellas.
6.4.4 Otros factores influyentes en los resultados

v La dosis administrada en nuestro estudio es la mas alta disponible en
comparacion con otros probidticos comercializados (10" UFC), por lo que
este no ha sido un factor que haya tenido influencia en nuestros
resultados. En general, no se ha establecido una dosis adecuada para la
administracién de probiodticos debido a sus amplias variaciones segun la
cepa y via de administracion. Sin embargo, tanto el estudio de Bohdot JM
et al”” como el de Reid G et al”® donde se emplean distintas dosis de las
cepas Lcr35 y GR-1 de L. rhamnosus respectivamente, concluyen que son
necesarias mas de 2-8x10® UFC/dia para la normalizacién de la microbiota

vaginal.

v" El producto probidtico cuenta con un control de calidad realizado previo a
su salida del laboratorio, donde la viabilidad de las cepas fue comprobada

con éxito en cada uno de los lotes suministrados.

v El medicamento se almaceno correctamente a temperatura ambiente, lejos
de la luz solar de acuerdo con las indicaciones del fabricante y
aconsejamos a los pacientes que hicieran lo mismo en su domicilio.
Ademas, se recomendd evitar la toma de las capsulas con liquidos
calientes para preservar la viabilidad de los Lactobacillus. Por tanto, las
condiciones de almacenamiento tampoco se cree que hayan influido en los

resultados del estudio.
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La presentacion farmacoldgica utilizada en nuestro estudio es la estandar,
similar a la de otros estudios con buenos resultados. Consta de capsulas
vegetales de hidroxipropilmetilcelulosa resistentes a secreciones de acido
gastrico y a los acidos biliares. Ademas, se empled maltrodextrina, un
prebidtico ampliamente usado para promover el crecimiento de las
colonias lactobacilares administradas. Por ultimo, el excipiente anadido,
estearato de magnesio, se encuentra presente en muchos alimentos y se
utiliza habitualmente en la fabricacion de medicamentos en polvo y

comprimidos.

La adherencia al tratamiento se controld mediante el recuento de las
capsulas restantes en las cajas devueltas en la Visita 3 y el testimonio de

los pacientes.

Las muestras vaginales tomadas fueron conservadas inmediatamente tras

su toma y siguieron una cadena de frio controlada a -30 °C.

Unicamente se incluyeron pacientes que no habian tomado antibi6ticos las
dos semanas antes ni probidticos los dos meses previos, ya que pueden
actuar como factores de confusion por el impacto que tienen estos
productos sobre la microbiota vaginal. Como se reflejo en los CRD, solo
cuatro sujetos tomaron antibioticos durante el estudio (dos de ellos como
monodosis y el resto en tratamientos cortos de 3-4 dias), por lo que este no

fue un factor intercurrente negativo.

Un aspecto clave a tener en cuenta al estudiar la microbiota vaginal es la
forma en que se analizan las muestras. En la literatura, hay muchos
ensayos clinicos que estudian la microbiota vaginal a través de métodos
basados en cultivos que excluyen una cantidad importante de especies que
no crecen en cultivos habituales de Lactobacillus como el L. Iners''e.
Ademas, algunos estudios clasifican el estado de la microbiota vaginal
segun la puntuacion de Amsel o Nugent, que puede tener cierta
variabilidad interobservador. En nuestro estudio, las muestras se

analizaron utilizando técnicas de secuenciacion masiva para detectar el
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gen 165 ARNr para identificar objetivamente todas las bacterias presentes
a nivel de phylum, familia, género y especie. De esta manera, se obtuvo la
composicion exacta del ecosistema vaginal antes y después de la

administracion de nuestro probiotico oral.

6.5 Analisis de los resultados del estudio longitudinal de la composicion de la

microbiota vaginal por grupos taxondmicos.

En cuanto a la evolucion de la microbiota de forma longitudinal existen
muy pocos estudios publicados hasta el momento, ya que la mayor parte de ellos
son transversales donde se analiza una tnica muestra vaginal por paciente. Estos
estudios pueden no reflejar de forma fehaciente la comunidad bacteriana que
presenta habitualmente cada paciente debido a que esta puede variar a lo largo
del tiempo’®. En este sentido, nuestro estudio aporta un tamafio muestral muy
superior al existente en otros estudios en un tema poco estudiado hasta la fecha
que es la variabilidad de la microbiota vaginal a lo largo del tiempo. Ademas, la
mayoria de los estudios relevantes estudian la microbiota de mujeres americanas,
pero practicamente no hay estudios en nuestra poblacion.

6.5.1 Test de dispersion y Canonical Correlation Analysis

Las pruebas de alfa-dispersion (Riqueza de la muestra, indice de diversidad
de Shannon y de Simpson), asi como las de beta-dispersion (LCBD, test de
PERMANQOVA sobre las variables del andlisis principal de componentes o PCoA y
test de beta dispersion por parejas de variables) empleadas a nivel de phylum, familia,
género y especie, no mostraron diferencias estadisticamente significativas en
cuanto a la diversidad de las muestras. La contribucién de las muestras a la
diversidad encontrada fue relativamente homogénea sin ninguna que destacara
en todos los niveles taxondmicos.

Por otro lado, tras maximizar las diferencias entre los grupos, la prueba
CCA demostré que ninguna combinacion de los phylum, familia, géneros y
especies existentes en las muestras consigue definir las diferencias entre los
grupos propuestos (probioticos vs placebo para cada visita).
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6.5.2 Analisis de las muestras con DESeq2 en cada nivel taxonémico

6.5.2.1 Nivel taxonémico de phylum

Tras el analisis de los resultados, se observo que Firmicutes fue el género
mayoritario en nuestras muestras. Otros phylums frecuentemente aislados fueron
Actinotobacteria, Bacteroidetes, Proteobacteria y Tenericutes. Al aplicar el algoritmo
RandomForest, el phylum mas importante para la diferenciacion entre visitas fue
Tenericutes, seguidos por Proteobacteria y Fusobacteria.

En cuanto a Tenericutes, su género mas frecuente es Mycoplasma seguido
por Ureaplasma que cuenta con algunas especies que afectan el tracto urogenital.
Mycoplasma hominis 'y Ureaplasma urealyticum son dos especies habitualmente
relacionadas con vaginosis bacteriana aunque también pueden ser encontradas en
la microbiota de mujeres sanas®. Por otro lado, el phylum Proteobacteria es uno de
los mas diversos y amplios de todas las bacterias, entre el que se encuentra la
especie Escherichia coli, frecuentemente asociada a infecciones del tracto urinario.
Por ultimo, el phylum Firmicutes se encuentra entre uno de los mas
frecuentemente encontrados en la microbiota vaginal normal ya que contiene al
género Lactobacillus, esencial para la lucha contra patdégenos y la homeostasis de

este entorno. Del phylum Fusobacteria, hablaremos mas adelante.

En cuanto a las variaciones de los phylum observadas entre la Visita 1y 3
mediante el andlisis de la representacion de los valores de FoldChange, se observa
como el phylum Fusobacteria ha sido el tnico que ha reducido sus valores de
forma significativa. Firmicutes también disminuye pero de forma muy discreta,
coincidiendo con los hallazgos encontrados a nivel de género donde Lactobacillus
resulto casi invariable en la Visita 3. Proteobacteria ha sido el phylum que mas ha
aumentado en comparacion con el resto entre ambas visitas aunque sin alcanzar

significancia estadistica.

6.5.2.2 Nivel taxonémico de familia

La familia mas habitualmente aislada fue Lactobacillaceae, aunque sus
valores disminuyeron de forma discreta en la tiltima visita, de forma paralela a lo
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observado en su género Lactobacillus y en su phylum Firmicutes. Otras familias
relevantes en cuanto a su frecuencia fueron Atopobiaceae, Bifidobacteriaceae y
Prevotellaceae. Segin lo observado tras la aplicacion del RandomForest,
Microbacteriaceae (phylum Actinobacteria) fue la familia mas importante para la
dferenciacidn entre visitas, casi duplicando al resto de las familias, entre las cuales
existio poca diferencia.

En cuanto a las variaciones de las familias observadas entre la Visita 1y 3
mediante el andlisis de la representacion de los valores de FoldChange, se observa
un descenso en la familia Fusobacteriaceae de forma estadisticamente significativa,
al igual que se observo en su phylum Fusobacteria y su género Fusobacterium. Este
género se ha visto relacionado con el cancer cervical (especialmente la especie
Fusobacterium necrophorum)” y al cancer colorrectal'®. Ademas, estd asociada a la
formacion de biofilms y ala VB?4. Por otro lado, la familia Enterobacteriaceae
aumento de forma estadisticamente significativa en la Visita 3 de forma similar a
lo observado en su phylum Proteobacteria, pero este ultimo sin alcanzar
significancia estadistica.

6.5.2.3 Nivel taxondmico de género

De igual manera a lo observado en otros estudios, el género Lactobacillus
fue el mas predominante en la microbiota vaginal de nuestras pacientes en ambas
visitas. Sin embargo, se observé una deplecion no significativa de los mismos en
la Visita 3, asi como para el género Dialister (relacionado con VB). Por tanto,
Lactobacillus no han sufrido grandes variaciones en comparacion con los otros
géneros entre ambas visitas tras el periodo de intervencion.

Las siguientes posiciones en cuanto a frecuencia las ocupan Gardnerella,
Prevotella 'y Atopobium, siendo menos frecuentes los Streptococcus, Dialister y
Ureaplasma. A pesar de que en ninguno de estos se obtuvo significancia
estadistica, Gardnerella present6 una significancia aceptable para su incremento en
la visita final. Gardnerella vaginalis forma parte de la microbiota vaginal de
mujeres sanas pero a su vez, es la precursora inicial de los biofilms bacterianos
que se adhieren a las paredes vaginales mermando la efectividad de los

antimicrobianos®214.
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Por otro lado, los dos géneros mas relevantes a la hora de diferenciar entre
visitas fueron Cutibacterium y Rhodoluna. El primero (familia Propionibacteriaceae),
es otro género que se encuentra asociado a la VB y que presenta enzimas que
originan la resistencia al metronidazol?'* aunque también se encuentra presente
en la microbiota vaginal de mujeres sanas®. La segunda pertenece a la familia
Microbacteriaceae que como mencionamos previamente fue el doble de relevante

que el resto de familias del estudio para la diferenciacion de los grupos.

Los géneros que han disminuido de forma significativa fueron Parvimonas,
Megasphaera, Mycoplasma, Fusobacterium y Mageeibacillus. Los 3 primeros se
encuentran en la microbiota vaginal normal® y los dos ultimos son bacterias
asociadas a la VB?“. Finalmente, se encontr6 un aumento significativo de
Staphylococcus, Actinomyces y Escherichia, todos hallados en estados fisioldgicos

aunque ocasionalmente puedan ser causante de infecciones®.

6.5.2.4 Nivel taxonémico de especie

Las especies mas habitualmente aisladas fueron Lactobacillus crispatus y L.
iners. Existié presencia de L. jensenii y L. gasseri pero de forma mas reducida. Otras
especies relevantes son Atopobium vaginae, Gardenerella vaginalis, Prevotella amni
entre otras de su especie y Sneathia sanguinens.

En cuanto a las especies mas importante en la comparacion entre visitas
fue Prevotella bivia seguido de forma estrecha por Prevotella disiens (ambas del
phylum Bacteroidetes), existiendo poca diferencia entre el resto de las especies. El
género Prevotella estd presente en la microbiota vaginal de mujeres asintomaticas
comportandose como un comensal®. Sin embargo, es uno de los géneros mas
asociados a las VB y contribuye al crecimiento de Gardnerella vaginalis y
Peptostreptococcus anaerobius®, ademas de que produce enzimas como las sialidasas
y colagenasas que degradan la capa protectora de mucina vaginal facilitando la
adherencia de bacterias patdgenas y con ello la VB>,

El DESeq reflej6 una deplecion de la especie Parvimonas micra de forma
estadisticamente significativa y por encima del resto de microorganismos,
seguido por Peptoniphilus lacrimalis, Peptoniphilus coxis (asociadas al vaginotipo

IVe) y Mageeibacillus indolicus, todas ellas del phylum Firmicutes. La especie
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Parvimonas micra es un patogeno frecuente de la cavidad oral y es una de las
especies asociadas al vaginotipo IV. Mageeibacillus indolicus fue aislada por
primera vez en el 2015 en muestras endometriales de mujeres con enfermedad
inflamatoria pélvica?® y estd asociada a las VB!,

Por otro lado, en nuestro estudio se observdé un incremento mas
pronunciado de Escherichia fergusonii (Proteobacteria), seguido de Lactobacillus
acidophilus, L. psittaci (Firmicutes), Actinomyces neuii (Actinobacteria) y Prevotella
bivia (Bacteroidetes), todas ellas de forma estadisticamente significativa.
Lactobacillus rhamnosus mostré una disminucion de sus cifras en la Visita 3 pero

dicho cambio no resulto ser estadisticamente significativo.

6.5.3 Analisis de los vaginotipos encontrados en nuestra poblacion

Los vaginotipos mas frecuentes tomando en cuenta las muestras de ambas
visitas fueron el I y el III, representado por dominancia de L. crispatus y L. iners
respectivamente. El segundo lugar lo ocupa la microbiota tipo IV caracterizada
por diversidad bacteriana sin predominio lactobacilar. Si bien en el estudio de
Ravel ] et al® se observé una prevalencia de la comunidad tipo IV en mujeres
hispanas asintomaticas, este estudio fue realizado en pacientes americanas. De
cualquier forma, este vaginotipo puede considerarse como una variante
fisiologica de este grupo étnico al igual que en aquellas de raza negra, aunque si
se ha relacionado la comunidad bacteriana IV con una mayor incidencia de VB y
multiplica por 4 el riesgo de infeccion por VIH'?.

Sin embargo, los hallazgos en nuestra poblacion si son comparables a los
de las pacientes blancas americanas de Ravel | et al® y Gajer P et al'. Estos datos
destacan auin mas la importancia del estudio de la microbiota vaginal de cada
poblacion que, como hemos expuesto previamente, puede variar por multiples

factores externos.

De forma similar a lo observado en el estudio de Gajer P et al'¢, el 75% de
las pacientes mantuvo su vaginotipo inicial durante el periodo de seguimiento,
mientras que solo un 25% (19 pacientes) cambiaron su tipo de microbiota. La
comunidad tipo I (L. crispatus) persiste en un 76% de las que se hallaron

inicialmente, la tipo III (L. iners) en el 71,43% y la tipo IV en el 77,78% de los casos.
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En relacién al vaginotipo II (L. gasseri) y V (L. jensenii), debido a que el namero
absoluto de pacientes encontradas con estas microbiotas fue muy bajo, no se
pueden generalizar sus resultados. De manera paralela, el estudio de Romero R et
al'> también mostr6 una infrarepresentacion de las microbiotas tipo Il y V.

En general, vemos que existe una resistencia al cambio del tipo de
microbiota de cada paciente. Esta suele mantenerse estable a lo largo del tiempo
con baja variabilidad intraindividual, siendo modificada por ciertos factores
externos y hormonales de forma transitoria para volver a su estado basal
posteriormente. En este sentido, nuestra muestra sigue la hipotesis de Community
resilience®. Ademas, debido a que las muestras tomadas a cada paciente
pertenecian a ciclos menstruales distintos, podemos concluir que a pesar de que la
menstruacion puede producir cambios en la microbiota, estos no han sido
suficientemente importantes como para producir un cambio de vaginotipo en la
mayoria de las pacientes. Estos hallazgos coinciden con los de Kyono K et al7, que
encontrd una concentracion lactobacilar estable dentro del mismo ciclo y entre

diferentes ciclos a corto plazo en una cohorte de pacientes sanas.

De cualquier forma, para un estudio adecuado de la microbiota vaginal es
imprescindible la realizaciéon de un muestreo de cada paciente seriado en el

tiempo para obtener los datos mas fidedignos posibles.

Por ultimo, realizamos una comparativa entre la fase del ciclo en la que la
muestra fue tomada en la Visita 1 y la comunidad bacteriana encontrada.
Observamos que cuando se tomaban muestras en la fase folicular del ciclo el
vaginotipo mas recurrente fue el tipo III. En la fase periovulatoria, se encontrd
similar nimero de comunidades I y III. Por ultimo, en la fase lutea el tipo mas
frecuente fue el I, seguido de forma estrecha por el tipo IV. Existen estudios que
reespaldan la idea de que los picos estrogénicos del ciclo menstrual (fase
periovulatoria y ltitea) fomentan la estabilidad en el tipo de microbiota vaginal’®,
ademas de que pueden promover la dominancia lactobacilar por su efecto sobre
la disponibilidad del glucdgeno en el epitelio vaginal. Sin embargo, como hemos
sefialado previamente, no es el tnico factor intercurrente. El resultante de nuestra
microbiota es el producto de la combinaciéon de multiples factores intrinsecos y

extrinsecos que la moldean y producen cambios en la misma. El estudio del
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impacto tnico de los cambios hormonales en el ecosistema vaginal seria posible
unicamente en un modelo in vitro donde se pueda controlar el efecto de cada

factor por si solo.
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CAPITULO VII CONCLUSIONES

Tras la revision bibliografica realizada, se pueden trazar las siguientes

conclusiones:

v' La formulacién probidtica mds ampliamente estudiada tanto via oral como
vaginal para el tratamiento de distintas afecciones vaginales es L. rhamnosus
GR-1 + L. Reuteri RC-14 (1x10° UFC/dia/2 semanas o mas). Su efecto puede

persistir en vagina entre 6-12 semanas después, dependiendo de la pauta.

v" En cuanto a la via vaginal, destaca la formulacién simbidtica con Lactobacillus
gasseri LN40, L. fermentum LN99, L. casei subespecie rhamnosus LN113 y
Pedicoccus acidilactici LN23 (10310 UFC en total/12h/5 dias, ademas de
maltodextrina), tras los antimicrobianos, con eficacia en VC, VB y
tricomonas. Estas cepas pueden permanecer en vagina hasta 6 meses
después con un tratamiento ultracorto via vaginal. La administracion de
Lactobacillus acidophilus (107 UFC) + 0.03mg de estriol + 600mg de lactosa/ 12-
24h/ 6 dias via vaginal también resultd beneficiosa en el tratamiento de la VB

con permanencia de esta cepa en vagina hasta 3 semanas después.

v" Por el contrario, bien sea por la dosis o por el tipo de cepas empleadas, se
requirié un mes o mas de tratamiento para alcanzar el efecto terapéutico
deseado o no llegaron nunca a producir cambios en la microbiota, por lo que
no parece rentable el empleo de los siguientes probioticos:

e Lactobacillus fermentum 57A, Lactobacillus plantarum 57B y
Lactobacillus gasseri 57C (1x108 UFC en total/dia/60d1as).

e L. plantarum P17630 (5x10° UFC/capsula/3 ciclos de
tratamiento de 15 dias).

e Lactobacillus rhamnosus GG via vaginal u oral
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v En cuanto al VIH, resulta primordial el tratamiento y la prevencién de las

disbiosis debido a su asociacion con la diseminacién del virus, mediante la
administracion de probioticos con especies como L. crispatus y L. jensenii que

cuentan con propiedades antagdnicas contra este virus.

Entre los hallazgos mas relevantes encontrados en cuanto al estudio de la

microbiota vaginal de nuestra poblacion podemos enumerar los siguientes:

La microbiota vaginal es estable a corto plazo, observandose baja
variabilidad intraindividual entre dos ciclos menstruales consecutivos.
En nuestro estudio, el 75% de las pacientes mantuvo su vaginotipo

inicial. Estos hallazgos siguen la teoria de Comunity Resilience.

Los vaginotipos predominantes en nuestra poblacion fueron el I y el
II, representado por dominancia de L. crispatus y L. iners
respectivamente. El segundo lugar lo ocupa la microbiota tipo IV
caracterizada por diversidad bacteriana sin predominio lactobacilar.
Existi6 una baja prevalencia de la comunidad bacteriana II (L. gasseri) y

V (L. jensenii).

Existe mayor probabilidad de obtener una microbiota dominada por L.
Iners (tipo III) cuando se toman las muestras en la fase folicular del
ciclo. En la fase periovulatoria, son mds prevalentes las comunidades I
(L. crispatus) y III. Por tltimo, en la fase latea el tipo mas frecuente es el

I, seguido de forma estrecha por el tipo IV (diversidad bacteriana).

El phylum Firmicutes es el mayoritario en las muestras vaginales
obtenidas, aunque sus valores disminuyen discretamente al final del
estudio. Fusobacteria ha sido el inico phylum que ha incrementado sus

valores de forma significativa en la Visita 3.

La familia mds frecuentemente aislada fue Lactobacillaceae, aunque sus
valores disminuyen discretamente tras el periodo de seguimiento.

Enterobacteriaceae fue la tinica familia que aumenta y Fusobacteriaceae la



CAPITULO VII: CONCLUSIONES 241

unica que disminuye de forma estadisticamente significativa en la

visita final

6. El género mas habitual fue Lactobacillus aunque disminuye
discretamente en la visita final. Otros géneros predominantes fueron
Atopobium, Gardnerella 'y Prevotella. Se observdé una deplecion
significativa de los géneros Parvimonas, Megasphaera, Fusobacterium,
Mageeibacillus y Mycoplasma. Sin embargo, se encontré un aumento de

Staphylococcus, Actinomyces 'y Escherichia en la Visita 3.

7. La especie mas frecuentes fueron Lactobacillus crispatus y L. iners.
Ademas, se encontrd una deplecion en la especie Parvimonas micra de
forma estadisticamente significativa, seguido por Peptoniphilus
lacrimalis, Peptoniphilus coxis y Mageeibacillus indolicus. Ademas, se
observéo un aumento mas pronunciado de Escherichia fergusonii,
seguido de Lactobacillus acidophilus, L. psittaci, Actinomyces neuii y
Prevotella bivia, todas ellas de forma estadisticamente significativa en la
Visita 3. Lactobacillus rhamnosus disminuye al final del estudio aunque

de forma no significativa.

El amplio estudio de microbiota vaginal realizado en este trabajo, servira
de base para la seleccion de nuevas cepas probioticas candidatas para su aporte
exogeno en el tratamiento y prevencion de diversas infecciones vaginales como el
VPH. Ademas, el conocer las caracteristicas del ecosistema vaginal de nuestras
pacientes nos permite realizar un enfoque terapéutico personalizado y la
posibilidad de un seguimiento mas estrecho en aquellas que cuenten con

microbiotas susceptibles a la disbiosis.
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CAPITULO VIII -LIMITACIONES Y FUTURAS LINEAS DE
INVESTIGACION

8.1 Limitaciones

Entre las limitaciones a destacar tras la realizacion de este proyecto de
investigacion se encuentra el corto periodo de seguimiento llevado a cabo en el
estudio. Por tanto, no se han valorado los cambios que acontecen en la microbiota
vaginal a largo plazo en ambos grupos de tratamiento. Existen algunas
formulaciones probidticas, principalmente cuando se emplea la via oral, que
precisan de pautas de tratamiento mds prolongadas para observar su impacto en

la composicion del ecosistema vaginal.

Es posible que los resultados de nuestro estudio se encuentren limitados
por el hecho de que solo hemos empleado una cepa probidtica. Actualmente,
existen muchos estudios que apoyan la nocion de la administraciéon de
probidticos multiespecie ya que, algunas cepas, precisan de otras para mejorar su
colonizacién vaginal y potenciar su efecto antagénico contra microorganismos

Nnocivos.

Otro aspecto a considerar, es la importancia de la realizacion de andlisis
intermedios que permitan obtener una vision preliminar del curso de la
investigacidn, tanto a nivel de eficacia y seguridad como en el disefio empleado.
Asi, en caso de que se puedan trazar conclusiones estadisticamente significativas
con los datos obtenidos, se puede valorar la interrupcion precoz del estudio. Esto
puede ser necesario si se demuestra, por ejemplo, que un tratamiento sea
claramente superior a otro, y por motivos éticos y econdomicos, se decida finalizar
el estudio. Si por el contrario, se ha detectado un fallo en el disefio, se puede
interrumpir a tiempo el estudio y realizar los ajustes necesarios que permitan
reiniciar un nuevo estudio sin la pérdida de recursos innecesarios. Ademads,

existen estudios donde la realizacién de un analisis intermedio ha permitido
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observar un aumento claro de reacciones adversas en uno de los grupos de

tratamiento, lo cual obliga a interrumpir el estudio.

Por ultimo, a pesar de que nuestro estudio cuenta con un tamaho muy
superior a otros publicados hasta el momento, muestras mayores de pacientes
permitirian observar diferencias mas pequenas interindividuales en la microbiota
vaginal. Ademads, no se han podido establecer diferencias en los vaginotipos
predominantes segiin raza o etnia, ya que la gran mayoria de las pacientes
reclutadas mediante el muestreo no probabilistico secuencial fueron de etnia

hispana europea, con representacion nula de pacientes de raza negra o asiatica.
8.2 Futuras lineas de investigacion

Dentro de las futuras lineas de investigacion a considerar se encuentran

las siguientes:

v' Estudios in vitro para determinar la combinacién éptima de probioticos
multiespecie de colonizacion vaginal comprobada, que presenten un
efecto potenciador o complementario contra patdgenos sin inhibirse
mutuamente. Posteriormente, comprobar su efecto en un estudio in vivo
de intervencion, aleatorizado, doble ciego, controlado con placebo. Valorar
el empleo de formulaciones multiespecie con CECT 8800 via vaginal,
donde ya se ha demostrado su eficacia.

v' Estudios para evaluar el potencial efecto de probidticos especificamente
disefiados para la optimizacion de la microbiota endometrial y vaginal,
previamente y durante tratamientos de reproduccion. La cepa Lactobacillus
rhamnosus CECT 8800 ya ha demostrado su eficacia via vaginal para este
fin, pero se precisan estudios donde se comparen las tasas de embarazo y
recién nacido vivo en el grupo de tratamiento probidtico vs placebo.

v Estudios de intervencion empleando las especies de Lactobacillus mas
prevalentes vaginales tales como L. crispatus, empleando dosis superiores

a 10® UFC/dia para el tratamiento y prevencion de diferentes afecciones
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vaginales. Las especies L. gasseri y L. jensenii a pesar de que son frecuentes
en otras poblaciones, no lo son en la nuestra, por lo que aportar
exogenamente microorganismos que no se encuentran habitualmente en la
microbiota de nuestras pacientes puede no dar buen resultado a largo

plazo.

v" Es recomendable valorar diferentes grupos de tratamiento para obtener la
el tratamiento mds eficaz: probidticos en combinacion con
antimicrobianos, probioticos tras finalizar los antimicrobianos, probidticos
vs antimicrobianos unicamente. Considerar pautas de tratamiento de al
menos un mes y seguimiento posterior por un tiempo minimo de 6 meses
para valorar las recurrencias de infecciones vaginales segin grupos de

tratamiento.

v' Debido a que otras cepas de la especie Lactobacillus rhammnosus han
demostrado su beneficio a nivel intestinal tales como L. rhamnosus GG,
resulta interesante la realizacion de estudios de intervencién con la
administracion oral de la cepa CECT 8800 para determinar su impacto

sobre este ecosistema.

v Estudios de intervencidon con especies probidticas como L. crispatus via
vaginal u oral a largo plazo en pacientes VPH positivas para valorar su
efecto sobre el aclaramiento viral y la eliminacion de LSIL. Valorar
también el empleo de L. rhamnosus GR-1 + L. Reuteri RC-14 ya que ha
resultado efectivas contra otro tipo de infecciones vaginales en un gran

numero de ensayos clinicos.

v Estudios de intervencion con L. crispatus y L. jensenii en pacientes
seropositivas con vaginosis debido a su asociacion con la diseminacion del
VIH, o simplemente, como terapia de mantenimiento a largo plazo de
forma profilactica. Valorar el empleo de cepas especificamente
modificadas mediante ingenieria genética para actuar contra el virus, y asi,
prevenir a largo plazo de la diseminacion de un virus tan prevalente como

éste, sobre todo en poblaciones de riesgo.
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v" En la literatura, hay muchos ensayos clinicos que estudian la microbiota
vaginal a través de métodos basados en cultivos que excluyen una
cantidad importante de especies que no crecen en cultivos habituales de
Lactobacillus. Ademas, algunos estudios clasifican el estado de la
microbiota vaginal segin la puntuacion de Amsel o escala Nugent, que
pueden tener cierta variabilidad interobservador. En futuras lineas de
investigacion, resulta fundamental el empleo de técnicas de secuenciacion
masiva de la microbiota vaginal, ya que permite obtener una visién
completa y objetiva de la composicion de este ecosistema.
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ANEXO 1. HOJA DE INFORMACION PARA EL PACIENTE

Estudio clinico de intervencion para la evaluacion del efecto de la ingesta
de la cepa L. rhamnosus CECT 8800 sobre la microbiota vaginal

Promotor: Biopolis S.L.
Centro: Hospital Universitario de Torrevieja
Investigador Principal: Melanie Cristine Alonzo Martinez

Version: 02-25/07/2018

1. INTRODUCCION

Nos dirigimos a usted para informarle sobre un estudio clinico en el que se
le invita a participar. El estudio ha sido aprobado por el Comité Etico de
Investigacion con Medicamentos y Productos Sanitarios (CEIm) de Torrevieja-
Vinalopd, y sigue toda la normativa contemplada por la Ley 14/2007 de

Investigacion Biomédica.

Nuestra intencion es tan sélo que usted reciba la informacion correcta y
suficiente para que pueda evaluar y juzgar si quiere o no participar en este
estudio. Para ello, lea esta hoja informativa con atenciéon y nosotros le
aclararemos las dudas que le puedan surgir después de la explicacion. Ademas,

puede consultar con las personas que considere oportuno.

2. PARTICIPACION VOLUNTARIA

Debe saber que su participacion en este estudio es voluntaria y que puede
decidir no participar y retirar el consentimiento en cualquier momento, sin que
por ello se altere la relacion con su médico ni se produzca perjuicio alguno en
su tratamiento.

3. DESCRIPCION GENERAL DEL ESTUDIO

En este estudio se va a evaluar el efecto que produce un producto probiotico

por via oral sobre la microbiota vaginal. Al incluirla en el estudio recibird al azar
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el producto a estudio o un producto placebo. Ni el médico, ni usted, sabran
durante el estudio cual es el tratamiento que va a recibir, pues ambos tienen la
misma apariencia. Ademas, ambos productos estan fabricados en una empresa

farmacéutica con autorizacion para la preparacion de este producto.

El producto placebo estara basado en la sustancia maltodextrina, que se usa
de manera rutinaria en estudios como el que vamos a realizar. Esta sustancia no
posee propiedades curativas ni nocivas a la dosis que se va a usar durante el
estudio. La apariencia y sabor del placebo y la sustancia a probar seran

similares.

El periodo de tratamiento es de 4 semanas, y debera acudir a la consulta de
nuevo tras finalizar el tratamiento. Se dard la posibilidad de realizar una visita
control a las 2 semanas del comienzo del tratamiento. En cada consulta, el
investigador le tomard una muestra de mucosa vaginal, a fin de estudiar su

microbiota.

La asignacion al tratamiento se hara al azar y las probabilidades de recibir
el producto a estudio son del 50% ya que 40 pacientes recibiran el producto y 40

recibirdn el placebo durante el estudio.

No es de esperar ningtin efecto nocivo por parte del producto a estudio y
del placebo, pero por si ello ocurriera se le pide que notifique cualquier efecto
adverso que ocurra durante su participacion en el estudio, independientemente
de que piense puede estar o no relacionado con las sustancias usadas en el
estudio.

4. BENEFICIOS Y RIESGOS DERIVADOS DE SU PARTICIPACION EN EL
ESTUDIO

El probidtico a administrar, al igual que otros probioticos, no tienen
practicamente ningin efecto secundario, solo en algunas ocasiones los
sujetos/pacientes que lo tomado se han quejado de “malestar” abdominal sin
otros efectos, y por lo general, solo de manera excepcional lo han tenido que

dejar de tomar por este motivo.

5. TRATAMIENTOS ALTERNATIVOS
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Se le hace saber que, en caso de no participar en el estudio, usted recibira el
mismo trato y tratamiento que si lo hiciera. Una vez comercializado el producto
a estudio, en caso de que su médico lo crea necesario, se utilizara, pero fuera
del estudio clinico que aqui se le ofrece para participar. En este punto su

médico le dard toda la informacion que desee sobre el producto.

6. SEGURO

El promotor del estudio tiene contratada una Pdliza de Seguros de
Responsabilidad Civil que cubre los dafos y perjuicios que como consecuencia
del estudio clinico pudieran resultar para la persona en que hubiere de
realizarse, cubriendo, asimismo, la responsabilidad del promotor del estudio
clinico, del investigador principal y sus colaboradores y del titular de los
centros en que se realice el estudio clinico bajo su tutela, en los términos
establecidos en el Real Decreto 1090/2015 del 4 de diciembre, y la Ley 14/2007
de 3 de julio de Investigacion Biomédica. La pdliza se ajusta en sus limites,
garantias, cobertura, etc., a todo lo dispuesto en el citado Real Decreto 1090/2015
y la Ley 29/2006 de 26 de julio de garantias y uso racional de los medicamentos

y ala normativa vigente en materia de seguros en Espana.

7. CONFIDENCIALIDAD

El tratamiento, la comunicacion y la cesion de los datos de caracter personal
de todos los sujetos participantes se ajustara a lo dispuesto en el Reglamento
(UE) 2016/679 del Parlamento Europeo y del Consejo, de 27 de abril de 2016, de
Proteccion de Datos de Caracter Personal. De acuerdo con lo que establece la
legislaciéon mencionada, usted puede ejercer los derechos de acceso,
modificacidn, oposicidn y cancelacion de datos, para lo cual debera dirigirse a su
médico del estudio. Ademas, también puede limitar el tratamiento de datos que
sean incorrectos, solicitar una copia o que se trasladen a un tercero
(portabilidad) los datos que usted ha facilitado para el estudio. Para ejercitar

sus derechos, dirijase al investigador principal del estudio.

Sin embargo, le recordamos que los datos aportados no se pueden eliminar,
aunque deje de participar en el estudio para garantizar la validez de la

investigacion y cumplir con los deberes legales y los requisitos de autorizacion
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de medicamentos. Asi mismo tiene derecho a dirigirse a la Agencia de

Proteccion de Datos si no quedara satisfecho.

Tanto el Centro como el Promotor son responsables del tratamiento de sus
datos y se comprometen a cumplir con la normativa de proteccion de datos en
vigor. Los datos recogidos para el estudio estaran identificados mediante un
codigo, de manera que no se incluya informacion que pueda identificarle, y
solo su médico del estudio/colaboradores podra relacionar dichos datos con
usted y con su historia clinica. Por lo tanto, su identidad no serd revelada a
ninguna otra persona salvo a las autoridades sanitarias, cuando asi lo requieran
o en casos de urgencia médica. Los Comités de Etica de la Investigacién, los
representantes de la Autoridad Sanitaria en materia de inspeccion y el personal
autorizado por el Promotor, tnicamente podran acceder para comprobar los
datos personales, los procedimientos del estudio clinico y el cumplimiento de las
normas de buena practica clinica (siempre manteniendo la confidencialidad de

la informacion).

El Investigador y el Promotor estan obligados a conservar los datos
recogidos para el estudio al menos hasta 25 anos tras su finalizacion.
Posteriormente, su informacion personal solo se conservara por el Centro para
el cuidado de su salud y por el Promotor para otros fines de investigacion
cientifica si usted hubiera otorgado su consentimiento para ello, y si asi lo

permite la ley y requisitos éticos aplicables.

Si realizdramos transferencia de sus datos codificados fuera de la UE a las
entidades de nuestro grupo, a prestadores de servicios o a investigadores
cientificos que colaboren con nosotros, los datos del participante quedaran
protegidos con salvaguardas tales como contratos u otros mecanismos por las

autoridades de proteccion de datos.

8. COMPENSACION ECONOMICA

El promotor del estudio es el responsable de gestionar la financiaciéon del
estudio. Para la realizacién del estudio el promotor del mismo ha firmado un

contrato con el centro donde se va a realizar y con el médico del estudio.
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Su participacion en el estudio no le supondra ningtin gasto y le seran
reintegrados los gastos extraordinarios como comidas y traslados previa

presentacion de ticket acreditativo del gasto.

9. OTRA INFORMACION RELEVANTE

Cualquier nueva informacion referente a los productos utilizados en el
estudio y que pueda afectar a su disposicion para participar en el estudio, que
se descubra durante su participacion, le serd comunicada por su médico lo

antes posible.

Si usted decide retirar el consentimiento para participar en este estudio,
ningun dato nuevo sera afiadido a la base de datos y, puede exigir la destruccion
de todas las muestras identificables previamente retenidas para evitar la

realizacion de nuevos analisis.

También debe saber que puede ser excluido del estudio si el promotor los
investigadores del estudio lo consideran oportuno, ya sea por motivos de
seguridad, por cualquier acontecimiento adverso que se produzca por la
medicacion en estudio o porque consideren que no estd cumpliendo con los

procedimientos establecidos.

En cualquiera de los casos, usted recibird una explicacion adecuada del
motivo que ha ocasionado su retirada del estudio. Al firmar la hoja de
consentimiento adjunta, se compromete a cumplir con los procedimientos del
estudio explicados. Cuando acabe su participacion recibira el mejor tratamiento
disponible y que su médico considere el mas adecuado, pero es posible que no

se le pueda seguir administrando la medicacion del estudio.

PARA MAS INFORMACION

Si tiene alguna pregunta o inquietud sobre el estudio o sobre el tratamiento
con el medicamento del estudio, sobre sus derechos o sobre las posibles

consecuencias negativas relacionadas con el estudio, péngase en contacto con
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Investigador: Dra. Melanie Cristine Alonzo Martinez

Numero de teléfono:
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ANEXO 2. CONSENTIMIENTO INFORMADO

Estudio clinico de intervencion para la evaluacion del efecto de ingesta de la
cepa L. rhamnosus CECT 8800 sobre la microbiota vaginal

Promotor: Biopolis S.L.

Centro: Hospital Universitario de Torrevieja

Investigador Principal: Melanie Cristine Alonzo Martinez
Version: 01-08/06/2018

YO, DA, it , con DNI
He sido informado sobre el estudio arriba indicado
por el investigador

Declaro que:

- Se me ha propuesto participar.

- He leido la hoja de informacién que se me ha entregado.

- He podido hacer preguntas sobre el estudio y mi participacion.

- He recibido suficiente informaciéon, se me ha respondido

convenientemente y lo he entendido.

Comprendo que:
- Mi participacion es voluntaria.
- Puedo retirarme del estudio cuando quiera, sin tener que dar explicaciones

y sin que esto repercuta en mis cuidados médicos.

Asi, presto libremente mi conformidad para participar en el estudio y doy mi
consentimiento para el acceso y utilizacion de mis datos en las condiciones

detalladas en la hoja de informacion.
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Accedo a que las muestras obtenidas para el estudio puedan ser utilizadas en el
futuro para nuevos analisis relacionados no previstos en el protocolo actual
(quedando excluidos los analisis genéticos, siempre y cuando no formen parte de

los objetivos del estudio):

[]si [JNO

En...oooovvnvviennn. ;A e, de i, de.........

Paciente Investigador
(Nombre y firma) (Nombre y firma)
Fdo.: i Fdo.: v

Este documento debe ser cumplimentado y firmado por duplicado. Una de las copias debe

permanecer en posesion del paciente, y la otra quedard bajo custodia del investigador.
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ANEXO 3. PROCEDIMIENTO DE TOMA DE MUESTRA VAGINAL

Para la toma de muestra vaginal se emplea el kit OMNIgene*VAGINAL
(OMR-130, DNA Genotek), siguiendo las instrucciones del fabricante!*®:
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1. Eliminar el envoltorio del tubo de coleccion y

colocar el tubo en una superficie limpia.

2. Extraer el hisopo de su envase. Sostenerlo por la
zona de sujecion, no tocarlo por encima del punto de

ruptura.

3. Separar suavemente los labios vulvares e introducir
el hisopo en la vagina (de 3 a 5 cm). No curvarlo

durante la toma de la muestra.

4. Mover el hisopo en circulos completos a lo largo de
durante 20

Asegurarse de que todo el extremo del hisopo se

las paredes vaginales segundos.
impregna de muestra. Extraer cuidadosamente el

hisopo de la vagina.

5. Inmediatamente introducir el hisospo en el tubo que
contiene el liquido estabilizador y romperlo por el
punto de ruptura. La punta del hisopo debe

permanecer en el tubo con el liquido.

6. Tapar el tubo y preservarlo en refrigeracion a -30°C.
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ACLARACIONES

— No deben recolectarse muestras durante el periodo menstrual.
— Es normal y no debe ser motivo de preocupacion si observa una descarga leve o

sangre en el hisopo después de la recoleccion.

Tubo de coleccién de Hisopo
microbioma vaginal

m «— Tapon para ﬂ «— Extremo

el tubo del hisopo
-«— Varilla
%— Tubo
H -«+—— Punto de
ruptura
| — P
<— Liquido -4— 7ona de
estabilizador sujecion
f S
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ANEXO 4. CUADERNO DE RECOGIDA DE DATOS

Protocolo: MV-PROB
CUADERNO DE RECOGIDA DEDATOS

Estudio clinico de intervencion para la
evaluacion del efecto de la ingesta de la cepa L.
rhamnosus CECT 8800 sobre la microbiota
vaginal

Protocolo: MV-PROB
Version: 02-30/07/2018

N¢ Paciente

Codigo

Centro

Fecha de inicio

Fecha de finalizacion

CUADERNO DE RECOGIDA DE DATOS

INFORMACION CONFIDENCIAL
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Protocolo: MV-PROB
CUADERNO DE RECOGIDA DEDATOS

ESOUEMA DEL ESTUDIO

Visita 01| 2* | 3
Semana 0 2 4
Hoja de informacion al paciente X
Firma del consentimiento informado X
Criterios de inclusidn y exclusién X
Aleatorizacion X
Entrega del producto X
Historia clinica del paciente X
Tratamiento farmacologico del | X
paciente
Toma de muestra vaginal X X X
Acontecimientos adversos X
Recuento del producto sobrante X

“Visita opcional para la paciente
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VISITA 1
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VISITA 1

CRITERIOS DE INCLUSION

Mujeres en edad fértil (de una edad igual o superior a 30 afios).

Mujeres sin diagnostico clinico de vaginosis.

Para la seleccion de este paciente TODAS estas respuestas deben ser
AFIRMATIVAS

CRITERIOS DE EXCLUSION

Mujeres embarazadas, en periodo de lactancia o que no se
comprometan a utilizar un método anticonceptivo de barrera.

Uso de espermicidas, dispositivos intrauterinos como métodos
anticonceptivos o anticonceptivos orales.

Consumo de antibidticos durante el estudio y en las dos semanas
previas al comienzo del mismo.

Contraindicacidn para la toma del producto o alguno de sus
excipientes.

Consumo de probioticos, por via oral o vaginal, en los dos meses
anteriores al comienzo del estudio.

Para la seleccion de este paciente TODAS estas respuestas deben ser
NEGATIVAS
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VISITA 1

HISTORIA Y EXPLORACION DEL PACIENTE

Edad: .................. anos
Peso: ................... kg
Talla: cecvvvennennnnnns cm
SI o DATOS RELEVANTES /
N ESPECIFICAR
Fumadora
Embarazo*

*Realizar test de embarazo

Alergias/intolerancias

Patologia endometrial

Otras patologias o
complicaciones
vaginales

Otras patologias

TRATAMIENTOS FARMACOLOGICOS

Tratamiento Patologia Dosis Fecha inicio
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VISITA 1
MUESTRA MICROBIOTA VAGINAL

e En la visita:

Se ha tomado la muestra: SI
NO
e Tras el andlisis:

VAGINOTIPO

Deteccion de L. rhamnosus CECT 8800

[] SI Valori......
[] NO
Patogenos
Especie X | Valor

Gardnerella vaginali

Atopobium vaginae

Streptococcus agalactiae

Propionibacterium acnes
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ALEATORIZACION

Tratamiento asignado

COMIENZO DEL TRATAMIENTO

NO

El paciente cumple los criterios de inclusidon/exclusion

Entrega del producto

Explicacion de la conservacion y consumo del producto

Fecha de inicio del tratamiento:

/ /
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VISITA 2

(*) Visita opcional para la paciente

¢(La paciente acepta una visita control opcional para toma de muestra vaginal?

L s
I o
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VISITA 2 (Opcional)

MUESTRA MICROBIOTA VAGINAL

o Enlavisita

Se ha tomado la muestra:
[] si
[] NO

o Tras el analisis

VAGINOTIPO

Deteccion de L. rhamnosus CECT 8800

Patogenos

Especie X | Valor

Gardnerella vaginali

Atopobium vaginae

Streptococcus agalactiae

Propionibacterium acnes
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VISITA 3



VISITA 3

MUESTRA MICROBIOTA VAGINAL

o En lavisita

Se ha tomado la muestra:
[] sf
[] NO

o Tras el analisis

VAGINOTIPO

Deteccidon de L. rhamnosus CECT 8800

Patdgenos

Especie X | Valor

Gardnerella vaginali

Atopobium vaginae

Streptococcus agalactiae

Propionibacterium acnes
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VISITA 3

ACONTECIMIENTOS ADVERSOS

Descripcion Fecha Tratamiento Atribuible
TiCiO: .o Dosis: ...oveiiiininnn, SI
Final: ............. Fechas: ........cccoeeeene NO
Inicio: ............ Dosis: .....ccccevveninne SI
Final: ... . Fechas: ................. NO
Tnicio: ............. Dosis: ..oiiviiinnen. SI
Final: ... Fechas: ................. NO
Inicio: ... DOSIS: .evvviieeiiiiiin SI
Final: ... Fechas: ................... NO
Inicio: ............ Dosis: ..ouiviiiiiiiiinn SI
Final: ............. Fechas: ................... NO

DEVOLUCION DEL TRATAMIENTO

N2 CAPSULAS DEVUELTAS




FINALIZACION DEL ESTUDIO

¢Ha completado la voluntaria el estudio?

SI NO

(Marcar con una cruz donde proceda)

En el caso de NO haber completado el estudio, anotar las causas:

CAUSA DE ABANDONO

FECHA DE FINALIZACION DEL ESTUDIO

El investigador certifica que ha examinado cada pdagina de este
cuaderno y que la informacidn contenida es una reproduccion
completa y veraz de los datos del sujeto, que el estudio se ha realizado
de acuerdo con el protocolo, y que antes de empezar el estudio se
consiguio el consentimiento informado del paciente por escrito.

EL INVESTIGADOR
Nombre y firma
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ANEXO 5. Base de datos de todas las pacientes de la muestra. Se hace referencia
al nimero asignado a la paciente, numero de Visita, Vaginotipo, grupo de
Tratamiento (1=probiotico, 2=placebo), deteccion de L. rhammnosus y de los
patdgenos estudiados.

PATOGENOS
N° | Visita Vaginotipo T L. G , A S , P.
rhamnosus | vaginalis | vaginae | agalactiae | acnes
1 V1 | I(L. crispatus) 0,011 7,68 2,616 0 0,059
V3 | IV (Diversity group) | 1 0 5501 0,363 0 0,006
2 V1 | I(L.crispatus) 0,002 2,62 1,17 0 0
V3 | I(L. crispatus) 1 0,001 2,765 0,011 0 0
3 V1 | I (L. iners) 0 0,177 0,022 0 0
V2 |- 0 0,023 0,005 0,001 0
V3 | I (L. iners) 2 0 0,061 0,003 0 0
4 V1 | I(L. crispatus) 0 0,392 0,088 0 0,001
V3 | I(L. crispatus) 2 0 3,377 0,005 0,002 0
5 Vi1 IV (Diversity group) 0 35,363 4,473 0 0
V3 |1V (Diversity group) | 1 0,02 44,565 3,337 0,001 0,001
6 V1 |1V (Diversity group) 0 16,848 6,173 0 0
V3 |1V (Diversity group) | 2 0 14,627 5,36 0,001 0
7 V1 | I(L.crispatus) 0,021 0,623 0,023 0 0
V3 | I (L. crispatus) 2 0 0,005 0,003 0,001 0,002
8 V1 | (L. iners) 0,013 2,559 0,733 0,041 0
V3 |IV (Diversity group) | 1 0,035 43,021 45,601 0 0,001
9 V1 | I(L.crispatus) 0,005 0,287 0,022 0,011 0
V3 | I (L. iners) 1 0 0,013 0,003 0,003 0
10 V1 | I(L.crispatus) 0,004 0,923 0,254 0,004 0,002
V3 | I (L. crispatus) 2 0 0,008 0,005 0,001 0,001
11 V1 | I(L.crispatus) 0,008 1,501 0,181 0,002 0,008
V3 | I (L. iners) 1 0,012 2,167 0,004 0,001 0
12 V1 | V(L. jensenii) 0,002 0,523 0,052 0 0,018
V3 | V(L. jensenii) 2 0,002 0,012 0,004 28,682 0
13 V1 | HI(L. iners) - - - - -
V3 | I (L. iners) 0,001 0,007 0,005 0 0,007
14 vVl |- 0 20,912 5,972 0,002 0
V3 |- - - - - -
15 V1 | V(L. jensenii) 0,003 4,052 0,475 0,003 0,003
V3 | V(L. jensenii) 2 0,007 0,019 0,003 0,001 0,001
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16 V1 | HI(L. iners) 0 0,086 0,013 0 0
V3 | HI(L. iners) - - - - -
17 A\ I (L. crispatus) 0 0,574 0,093 0 0,004
V3 | I(L. crispatus) 1 0 0,346 0,105 0,003 0
18 V1 |1V (Diversity group) 0,017 1,557 3,881 0 0
V3 | IV (Diversity group) | 2 0,005 0,079 0,005 0 0
19 V1 | I(L.crispatus) 0 0,02 0,01 0 0
V3 | HI (L. iners) 2 0 0,166 0,03 0 0,03
20 | V1 |I(L.crispatus) 0 0,042 0,002 0 0,007
V3 | I(L. crispatus) 1 0,002 2,053 0,821 0 0
21 V1 | I(L. crispatus) 0 0,028 0 0 0,002
V3 | I (L. crispatus) 1 0,002 0,12 0,051 0 0
22 V1 | HI(L. iners) 0 0,047 0,014 0 0,004
V2 |- 0,002 0,002 0 0 0,004
V3 | HI (L. iners) 2 0,001 33,158 0,007 0 0
23 | V1 |I(L.crispatus) 0 0,023 0,002 0 0,002
V2 |- 0,002 0,01 0,003 0 0,011
V3 | HI(L. iners) 1 0,006 0,69 0,104 0 0,001
24 V1 I (L. crispatus) 0,002 0,292 0,111 0 0
V3 | IV (Diversity group) | 2 0,016 29,74 0,007 0 0
25 V1 |1V (Diversity group) 0,966 42,834 0,006 0 0
V3 | IV (Diversity group) | 1 0,479 42,763 0,011 0 0
26 V1 | I(L. crispatus) 0 3,329 0,232 0 0,018
V3 IV (Diversity group) 0 54,219 0,061 0,004 0,004
27 V1 | I (L. iners) 0 0,008 0,002 0 0,003
V3 | IV (Diversity group) | 2 0,002 3,561 1,395 0 0
28 V1 | I (L. iners) 0 1,135 0,114 0,061 0
V3 | I (L. iners) 2 0 1,088 0,971 0,003 0,02
29 V1 | I(L.crispatus) 0,007 0,024 0,004 0 0,001
V3 |1V (Diversity group) | 1 0,002 0,1 0,217 0 0
30 V1 | (L. iners) 0 5,819 0,002 0,001 0
V3 | I (L. iners) 2 0,003 0,242 0,023 0 0
31 V1 | I(L.crispatus) 0 0,288 0,098 0 0
V3 | I(L. crispatus) 2 0,027 0,021 0,006 0 0
32 V1 | II(L. iners) 0,001 0,015 0,002 0 0,001
V3 | I (L. iners) 1 0,001 0,056 0,02 0,032 0,011
33 V1 | IV (Diversity group) 0 27,528 8,849 0 0
V3 | IV (Diversity group) | 1 0,006 17,297 9,326 0 0
34 vl |- 0,001 16,759 8,034 0 0




V2 |- 0,013 28,214 12,867 0 0
V3 |- - - - - -
35 V1 |1V (Diversity group) 0,001 0,024 0,008 10,598 0,003
V3 IV (Diversity group) 0,003 0,081 0,049 0,291 0,005
36 V1 | I(L. crispatus) 0,031 0,017 0,002 0,002 0,024
V3 | I(L. crispatus) 0,002 0,976 0,393 0 0,004
37 V1 |1V (Diversity group) 0,042 20,934 7,295 0,001 0
V3 | IV (Diversity group) 0,009 17,875 4,659 0 0,002
38 V1 |1V (Diversity group) - - - - -
V3 | IV (Diversity group) 0 17,736 8,663 0 0
39 V1 | II(L. iners) - - - - -
V3 | HI(L. iners) 0,002 0,569 0,011 0 0
40 V1 | I(L. crispatus) 0 0,007 0,002 0 0,008
V3 | HI(L. iners) 0 0,065 0,02 0 0,013
41 V1 | HI(L. iners) 0 0,006 0,001 0 0
V3 | HI(L. iners) 0 5,024 2,488 0 0,014
42 V1 | HI(L. iners) 0 0,007 0,002 0 0
V3 | HI(L. iners) 0 2,504 0,851 0 0,005
43 V1 | HI(L. iners) 0,001 0,203 0,004 0 0
V3 | HI(L. iners) 0 27,619 0,013 0 0
44 V1 |IV (Diversity group) 0,001 2,154 9,466 0 0
V3 |1V (Diversity group) 0 3,449 7,901 0 0
45 V1 | HI(L. iners) 0,081 0,006 0,002 0,001 0,002
V3 | I (L. iners) 0,029 0,309 0,012 0 0,002
46 V1 | HI(L. iners) 0,032 0,014 0,004 0 0,002
V3 | I (L. iners) 0,01 0,22 0,019 0 0,092
47 V1 | I(L. crispatus) 0 0,792 0,002 0,001 0
V3 | I (L. iners) 0,002 0,077 0,007 0 0,023
48 V1 | HI(L. iners) 0 15,428 4,792 0,004 0
V3 | I (L. iners) 0 24,119 11,879 0 0
49 V1 | I(L.crispatus) 0,003 1,317 0,003 0,001 0
V3 | I(L. crispatus) 0,002 2,771 0,215 0 0,002
50 V1 | HI(L. iners) 0,006 2,928 0,002 0 0
V3 | I (L. iners) 0 11,513 0,012 0 0,013
51 V1 | I(L. crispatus) 0,003 2,151 0,107 0 0,012
V3 | IV (Diversity group) 0,013 4,94 0,64 0 0,145
52 V1 | IV (Diversity group) 0 8,957 9,858 0 0
V3 | IV (Diversity group) 0,001 9,704 12,838 0 0
53 V1 |1V (Diversity group) 0 9,196 9,711 0 0
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v3 | IV (Diversity group) 0,002 17,595 9,961 0 0
54 V1 |I(L. crispatus) 0,013 0,098 0,019 0 0,004
V3 | I(L.crispatus) 1 0,005 0,461 0,04 0 0,007
55 V1 |I(L. crispatus) 0 0,568 0,021 0 0,003
V3 | I(L. crispatus) 2 0 5,265 0,045 0,004 0
56 V1 |1V (Diversity group) 0 0,079 0,015 18,63 0
V3 IV (Diversity group) 2 0,028 93,9 0,054 0,01 0,008
57 A\ I (L. crispatus) 0 0,109 0,02 0,002 0,009
V3 | HI(L. iners) 1 0,002 0,044 0,01 0,014 0,016
58 V1 | I(L.crispatus) 0 16,785 9,519 0,003 0
V3 |1V (Diversity group) | 1 0 0,137 0,014 0,006 0
59 V1 | I(L. crispatus) 0,01 0,669 0,039 0,004 0,01
V3 | HI (L. iners) 2 0,001 0,366 0,04 0 0
60 V1 | I (L. iners) 0,006 5,864 1,305 0,003 0
V3 | HI (L. iners) 1 0,01 0,073 0,007 0,007 0,001
61 V1 | I(L.crispatus) 0 14,434 15,194 0,003 0
V3 |1V (Diversity group) | 2 0,002 0,036 0,016 0 0
62 Vi1 IV (Diversity group) 0 19,81 4,779 0 0
V3 | IV (Diversity group) | 1 0 21 13,066 0 0
63 V1 | (L. iners) 0,002 0,155 0,011 0 0,002
V3 | I (L. iners) 1 0 1,669 0,226 0 0,006
64 V1 | I(L. crispatus) 0,002 0,005 0 0,002 0,005
V3 | I(L. crispatus) 2 0 0,02 0,009 0 0,005
65 V1 11 (L. gasseri) 0,005 12,988 0,024 0 0,003
V3 | lI (L. gasseri) 2 0,043 0,441 0,122 0 0,038
66 V1 | I(L. crispatus) 0 3,277 0,817 0 0
V3 | I(L. crispatus) 1 0 0,675 0,089 0 0
67 V1 I (L. crispatus) 0,006 2,378 0,039 0,002 0,018
V3 | I(L. crispatus) 2 0,012 2,472 0 0 0,014
68 V1 IV (Diversity group) 0 0,028 0,005 0,002 0
V3 | IV (Diversity group) | 2 0,012 0,041 0,007 0 0
69 V1 |IV (Diversity group) 0,004 17,947 21,306 0 0
V3 |1V (Diversity group) | 1 0,005 22,094 6,398 0 0
70 V1 | IV (Diversity group) 0,036 0,048 30,358 0 0
V3 |1V (Diversity group) | 1 0,03 0,051 13,328 0 0
71 vl |- 0,031 0,612 0,007 0 0,01
V3 |- - - - - -
72 V1 |l (L. iners) 0,04 5,299 0,027 0
V3 | I (L. iners) 1 0,054 0,852 0,054




73 V1 - 0,015 20,743 13,72 0 0
V3 - - - - - -
74 | V1|1V (Diversity group) 38,974 57,63 0,179 0 0
V3 |1V (Diversity group) 36,838 59,04 0,038 0 0,003
75 V1 | I(L. crispatus) 0,026 0,276 0,121 0,002 0
V3 | I(L. crispatus) 0,002 0,069 0,016 0 0
76 V1 NI (L. iners) 0 1,263 0,126 0,002 0
V3 II (L. iners) 0 0,059 0,011 0 0
77 Vi1 II (L. gasseri) 0 0,081 0,021 0,005 0,021
V3 11 (L. gasseri) 0 0,768 0,13 0,066 0,013
78 V1 | I(L.crispatus) 0,004 16,859 0,1 0 0
V3 | IV (Diversity group) 0,004 5,772 9,891 0 0
79 V1 | I(L. crispatus) 0,003 1,08 0,107 0 0
V3 | I (L. crispatus) 0 0,544 0,014 0 0
80 Vi I (L. crispatus) 0 5,058 0,202 0 0,006
V3 IV (Diversity group) 0,011 25,219 15,914 0 0
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ANEXO 6. DICTAMEN DEL COMITE ETICO DE INVESTIGACION
CLINICA CON MEDICAMENTOS Y PRODUCTOS SANITATIOS DE LOS
HOSPITALES UNIVERSITARIOS DE TORREVIEJA Y VINALOPO (CEIm).

DICTAMEN DEL COMITE ETICO DE INVESTIGACION CLINICA

D. Alejandro Jover Botella, Jefe de la Secretaria Técnica y D. Eduardo Cazoria Amor6s, Presidente del
Comité Ftico de Investigacion con Medicamentos Torrevieja-Vinalopd

CERTIFICAN

Quee este CElm, en su reunién de fecha 26 septiembre de 2018 ha revisado la documentacion aportada
por el Promotor del estudio:

Titulo completo del estudio: “Estudio Clinico de Intervencién para [a evaluacién del efecto de
ingesta de la cepa L. rhamnosus CECT 8800 sobre la microbiota vaginal”.
Ne EudraCT: No aplica

Cédigo del protocolo: MV-PROB

Protocolo version y facha: v 2 de 30 de julio de 2018

Hoja de informacién al Paciente Versién: 2.0 de 25-07-2018
Consentimiento Informado Versién: 1.0 de 08-06-2018

Nombre del promotor: Biopolis S.L.

Investigador Principal: Dr. Melanie Cristine Alonzo Martinez

Servicio de Obstetricia y Ginecologia

Hospital Universitario de Torrevieja

Y teniendo en consideracidn las siguientes cuestiones:

1. Cuestiones relacionadas con laidoneidad del investigador y de sus colaboradores

2. Cuestiones relacionadas con la idoneidad de las instalaciones

3. Cuestiones relacionadas con las cantidades y, en su caso, previsiones de remuneracién o
compensacién para los investigadores y sujetos del ensayo y los aspectos relevantes de
cualquier acuerdo entre el promotor vy el centro. |

4. Consideraciones generales del ensayo
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Se decide EMITIR INFORME FAVORABLE.

A modo de informativo, se detalla la siguiente observacion:

“la evaluacion es favorable, aunque se formulan observaciones sobre los métodos anticonceptivos
orales que se incluyen en lo V. 2 de 30 de julio de 2018 como criterio de exclusion de las participantes.
Mds concretamente, no se fomentard enire lus pacientes el cambio de método anticonceptivo (de
ACOS a métodos de barrera) con la intencién de incluirlas en el estudio; simplemente incluir a aquellas
que ya estén utilizando este método.”

Que el comité tanto en su composicién como en sus PNT cumple con las normas de BPC
(CPMP/ICH/135/95); con el RD 1090/2015 asi como la normativa autondmica en materia de
investigacion aplicable de la Comunitat Valenciana; y su composicidn actual es la siguiente:

¢ Presidente: Eduardo Cazorla Amorés, Jefe de Servicio Qbstetricia y Ginecologia HU Torrevieja
HU Vinalopé

e Vicepresidenta: Simona Mas Antén; Jefa Pediatria HU Torrevieja HU Vinalopd

e Secretaria Técnica: Alejandro Jover Botella; Jefe Servicio de Farmacia HU Vinalop6

¢ Konrad Schargel Palacios; Adjunto Servicio Oftalmologia HU Torrevieja

¢ Noemi Pérez Prior; Farmacéuti-ca Atencidn Primaria HU Torrevieja

e Carmen Tristan Antona; _Es;:pe'cia?is’tz‘a en Farmacologfa clinica Jefa de Servicio de Prevencién SG
Promocidn de la Salud yVigiIgncia en Salud Publica

e Maria Almendro Cande!; Médico de Familia Dpto. de Salud del Vinalopé

e José V. Tuells Herndndez; Facultativo Servicio Medicina Preventiva HU Torrevieja HU Vinalopd

¢ Julio CesarBIéquei Enéinér} Jefe éen)écto M:edicina Interna HU Torrevieja. Miembro de la
Comisidn de Investigacion,

e Andrés Tomas Gédmez; lefe Servicio Cirugia general y Digestiva HU Torrevieja

& Marfa Marin Palazén; Adjunta Servicio Obstetricia y Ginecologia HU Torrevieja

o Javier Lopez Solis; Diplomadoc en Enfermeria HU Torrevieja

o Carlos Marqués Espi; Licenciado en Derecho. HU Torrevieja HU Vinalopd. Miembro del Comité
de Bioética. : -

e Joaquin Quiles; Miembro Lego no-vinculado laboralmente a los centros



Que en dicha reunién del Comité Ftico de Investigacion Clinica se cumplié el quérum preceptivo
legalmente.

Que en el caso de evaluacion de algtin estudio del que algtin integrante del equipo investigador forme
parte de este CElm, este se ausentara durante la deliberacion y votacion del mismo.
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