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1 Introduccion

En el campo de la salud publica en cuanto a salud sexual y reproductiva las
infecciones vaginales (IV) representan uno de los principales problemas de nuestros
dias. Por lo tanto el conocimiento cientifico de sus causas y consecuencias en el
area de la medicina preventiva y curativa, contribuiran de alguna manera a reducir
el indice de infeccion.

A medida que las mujeres se acercan a la menopausia, la disminucion del estrégeno
puede conducir a IV y atrofia vulvovaginal (AVV). Varios estudios han estimado que
entre el 25% y el 50% de las mujeres postmenopausicas experimentan una AVV
que puede incluir sintomas vulvovaginales como ardor al orinar, sangrado después
del coito, relaciones sexuales dolorosas y flujo vaginal, dolor, picazén o sensacién
de ardor.

Algunos sintomas vulvovaginales pueden aliviarse con el uso de lubricantes
vaginales, sin embargo, estos pueden afectar adversamente el epitelio y la
microbiota vaginal. Por todo esto es necesario implementar nuevas alternativas para
reducir los sintomas vulvovaginales causados por la VVA.

En este trabajo se podra observar la relacion con el factor de riesgo que es la
menopausia y asi poder tomar las medidas necesarias para un adecuado manejo

de este proceso y mejorar las condiciones de vida de la mujer.



2 Marco teorico

2.1 Microbiota vaginal normal

La microbiota normal (MBN) de la vagina cambia durante el desarrollo biolégico de
la mujer. Las diferentes sucesiones microbioldgicas que se producen en la vagina
dependen principalmente de los cambios en sus niveles hormonales, al producir
variaciones fisioldgicas importantes, aunque también existen otros factores que
pueden influir como el comportamiento sexual, habitos higiénicos y comportamiento
social en general, que pueden afectar cualitativa y cuantitativamente la composicion
de la MBN. La vagina de las nifias es estéril al momento del nacimiento, algunos
dias después cuando el estrogeno de la madre eleva el contenido de glucégeno de
las células epiteliales vaginales de la infante, los lactobacilos de la madre colonizan
la vagina de la bebé, siendo estas las bacterias predominantes durante la lactancia.
Cuando el nivel de estrogeno de la nifia disminuye con el cese de la lactancia

materna, también disminuye el glucégeno vaginal y con este los lactobacilos.(1)

La puesta en marcha de la produccion de estrégenos que marca el inicio de la
pubertad, provoca el incremento del espesor del epitelio vaginal y la secrecion del
exudado rico en nutrientes, lo que facilita la colonizacion por lactobacilos. El
metabolismo fermentativo de estas bacterias genera acidos organicos y agua
oxigenada, que eliminaran a los contaminantes intestinales y controlaran la
proliferacion excesiva de Gardnerella vaginalis, Candida albicans y otros patogenos

potenciales.(2)

En la menopausia, la MBN que hasta ese momento habia estado dominada por
lactobacilos, es reemplazada por una microbiota mixta, con concentraciones
moderadas de Mycoplasma, y pequefas cantidades de bacterias anaerobias,

incluida Gardnerella vaginalis. En las mujeres postmenopausicas, la interrupcién del



ciclo estrogénico se acomparfa de una gran disminuciéon del volumen de exudado
vaginal y de los nutrientes disponibles. (3)

El pH fisiolégico de la vagina es de aproximadamente 4.5 - 5. Este ambiente acido
inhibe parcial o totalmente el desarrollo de la mayor parte de las bacterias
procedentes del tracto digestivo y de las de origen ambiental, siendo asi un
mecanismo de proteccién de la mucosa muy eficaz, hasta el punto de que un rasgo
diferencial de la infeccion es un exudado con un pH préoximo a la neutralidad. El
origen de la acidez vaginal es el acido lactico que se genera como producto final del
metabolismo fermentativo de los glucidos, que llevan a cabo los lactobacilos

residentes y las propias células epiteliales.(4)

En ocasiones, la concentracion de lactobacilos en la vagina disminuye por debajo
de un nivel critico. Esta circunstancia es aprovechada por microorganismos que se
encuentran habitualmente en la vagina sana y/o por otros de origen exdgeno, que
proliferaran hasta hacerse dominantes, comportandose asi como patdégenos

oportunistas.(4)

ESTROGENOS ‘e : + o

EPITELIO

GLUCOGENO + - + + _

pH 4-5 7 7-5

=
wn
T

J

MICROBIOTA Esténil Escaso Mixto Lactobacillus Mixto
Lactobacillus

Figura 1. Fluctuaciones de la microbiota vaginal en funcion de los cambios que aparecen en las

diferentes etapas de la vida de la mujer. Tomada de Alvarez-Calatayud, Guillermo, 2015. (2)
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2.1.1 Especies predominante en la vagina

Los lactobacilos son bacterias que se denominan asi porque tienen forma bacilar y
un catabolismo estrictamente fermentativo en el que el producto final de la
degradacion de los azUcares es el acido lactico. Se han descrito mas de 100
especies dentro del género Lactobacillus, siendo sus habitats principalmente dos,
el material vegetal y las cavidades internas de los animales, incluidos los humanos.
Existe una clara especializacion de las distintas especies por habitats concretos
como, por ejemplo, la vagina. Los lactobacilos son microorganismos inocuos que
forman parte de nuestra microbiota autdctona y, tan solo en casos excepcionales,
han sido asociados a procesos patoldgicos y siempre en pacientes con
enfermedades previas extremadamente graves.(2)

Las propiedades de la MBN que le permiten colonizar la mucosa e impedir el
establecimiento o la proliferacion excesiva de microorganismos potencialmente
patégenos son de dos tipos: la adherencia especifica a las células epiteliales y a

dichos patdgenos, y la produccion de compuestos antimicrobianos.(5)

2.1.1.1 Adherencia al epitelio vaginal e inhibicion de la colonizacion por

organismos indeseados

La proteccion de la mucosa vaginal depende del reconocimiento especifico entre
las estructuras superficiales de los lactobacilos (adhesinas) y del epitelio
(receptores). Las adhesinas forman parte de la pared celular y su composicién
parece ser variada. Asi se han descrito los &cidos lipoteicoicos, proteinas
extracelulares, carbohidratos y glucoproteinas, aunque aun no se ha purificado
ningun componente de las cubiertas bacterianas que se una especificamente a las
células de la mucosa vaginal. Respecto a los receptores localizados en la superficie
del epitelio, aln se sabe menos. Se ha observado que la fibronectina, que es una
glucoproteina que forma parte de la matriz extracelular, es reconocida
especificamente por lactobacilos aislados de vagina, cuya unién se ve favorecida

en condiciones de acidez; asi, cepas que no se unen a pH neutro si lo hacen a pH
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4. Este hecho, unido a la baja capacidad de cepas de bacterias intestinales
anaerobias para unirse a dicha macromolécula, tiene implicaciones ecoldgicas
evidentes. La union de los lactobacilos también podria ser directa a glucolipidos de
la membrana de las células vaginales, en un proceso mediado por cationes

divalentes.(5)

El resultado de la asociacion entre los lactobacilos y el epitelio vaginal es la
formacion de una biopelicula que lo protege frente a la colonizacion por
microorganismos indeseados. Este efecto se ve potenciado por la capacidad de los
lactobacilos vaginales para coagregar con los patdogenos potenciales. La capacidad
de agregacion se manifiesta también respecto a otros microorganismos
como Escherichia coli, Gardnerella vaginalis y Candida albicans, lo cual induce un
efecto antimicrobiano notable, probablemente como consecuencia de que el
contacto estrecho que se establece aumenta la efectividad del &cido lactico y el
perdxido de hidrégeno generados por los lactobacilos.(6)

2.1.1.2 Produccién de compuestos antimicrobianos

2.1.1.2.1 Acidos orgéanicos

El pH fisiolégico de la vagina es de aproximadamente 4. Este ambiente acido inhibe
parcial o totalmente el desarrollo de la mayor parte de las bacterias procedentes del
tracto digestivo y de las de origen ambiental, siendo asi un mecanismo de proteccion
de la mucosa muy eficaz, hasta el punto de que un rasgo diferencial de la vaginosis

es un exudado con un pH proximo a la neutralidad.(5)

El origen de la acidez vaginal es el &cido lactico que se genera como producto final
del metabolismo fermentativo de los glucidos, que llevan a cabo los lactobacilos
residentes y las propias células epiteliales. Las células vaginales tienden a acumular
glucdgeno, especialmente durante el periodo comprendido entre la menarquia y la
menopausia, por lo que se considera que este glucido es la fuente de la que deriva

la acidez vaginal. Debido a ello, es creencia generalizada que los lactobacilos
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escinden el glucdgeno a glucosa y ésta a acido lactico. Sin embargo, no hay
evidencia de que la degradacién de glucogeno sea una caracteristica general de
estas bacterias. De hecho, en los articulos en los que se trata este tema, todos ellos
muy antiguos, la evidencia es la contraria. Asi pues, es probable que el glucégeno
vaginal sea degradado hasta glucosa por las propias células del epitelio, de modo
que el papel de los lactobacilos seria la fermentacion de dicho azUucar para generar
el 4cido lactico responsable del antagonismo frente a la colonizacion por
microorganismos indeseados. En apoyo de esta hipotesis esta el hecho de que en
la vagina aparecen los isomeros L y D del &cido lactico en proporciones semejantes.
La generacion de ambas formas quirales es caracteristica de Lactobacillus spp.,

mientras que nuestras células sélo generan el isémero L.(2)

2.1.1.2.2 Per6xido de hidrogeno

La produccion de agua oxigenada parece ser comun entre ciertas especies de
lactobacilos como L. crispatus y L. jensenii, mientras que es excepcional en otras
como L. fermentum y los lactobacilos que habitan preferentemente en el intestino,
como L. plantarumy L. casei, incluso aunque se aislen de la vagina. Las cepas
productoras de H202 son mas estables en el ambiente vaginal y protegen mejor la
mucosa frente a las alteraciones causadas por microorganismos indeseados,
incluyendo productores de infecciones de transmision sexual (ITS) como Neisseria

gonorrhoeae. (7)

El efecto bactericida del agua oxigenada viene determinado por su capacidad
oxidante y por la generacién, a partir de ella, de metabolitos como el radical OH",
gue dafan la integridad del acido desoxirribonucleico (ADN) celular. Dicho efecto
se potencia por la mieloperoxidasa y los radicales haluro, como el CI7, que son
abundantes en las secreciones biologicas y cuya elevada concentracion en el

mucus uterino es especialmente pertinente, sobre todo durante la ovulacion.(7)
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2.1.1.2.3 Bacteriocinas

Son polipéptidos con actividad antimicrobiana que, al contrario que los antibiéticos
peptidicos, se sintetizan en los ribosomas. Las bacterias lacticas producen multitud
de bacteriocinas, alguna de las cuales, como la nisina, se emplea como conservante
alimentario. Suelen ser moléculas anfipaticas que originan la apertura de poros en
las membranas e incluso la lisis celular, ya que algunas se unen al lipido Il de la
pared (el mismo que es reconocido por la vancomicina). Aunque se han descrito
multiples actividades compatibles con la produccion de bacteriocinas por
lactobacilos de origen vaginal, s6lo hay dos casos en los que existe evidencia; uno
de ellos es un péptido de 3,8 kDa activo sobre cepas de G. vaginalis, mientras que
el otro inhibe diversas cepas de Enterococcus. Ahora bien, el papel antagonista real
de las bacteriocinas no se conoce, ya que su efecto bactericida s6lo se ha

comprobado in vitro.(8)

2.2 Infecciones vaginales

2.2.1 Vaginosis bacteriana (VB)

2.2.1.1 Gardnerella vaginalis

Es un bacilo gram variable, tamafio pequefio (0.4 por 1-1.5 micras), pleomoérfico, no
es movil y no posee flagelos, endosporas o capsulas tipicas. En frotis vaginales, la
tincion de Gram de G. vaginalis puede variar de positivo a negativo. La morfologia
celular en una preparacion de Papanicolaou se puede ver en areas no cosechadas
periféricas a las células epiteliales.(9) El habitat natural de G. vaginalis es la vagina,
formando parte del 30-40% en mujeres sanas con microbiota vaginal normal.(10)

Sadhu y cols. concluyeron que aungue el nivel ultra estructural de la pared celular
de G. vaginalis muestra organizacion de gram positiva, su pared celular es
inusualmente delgada en la mayoria de las células contribuyendo al misterio del

porqué se tinien como gram variables.(11)
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Los anaerobios pueden crecer en numero significativo lo que es explicable debido
a que G. vaginalis produce succinato el cual es necesario para la proliferacion de
anaerobios. Se ha sugerido que la trimetilamina es la principal responsable del olor
a pescado asociado a la vaginosis bacteriana. Las poliamidas pueden contribuir a
la descarga anormal al causar exfoliacion de las células epiteliales de la mucosa
vaginal.(11)

Se ha prestado mucha atencion a los posibles factores de virulencia que podrian
dilucidar el potencial patolégico y el posible papel de G. vaginalis o biotipos
especificos de G. vaginalis en la VB. Se han identificado factores de virulencia
putativos en el genoma de G. vaginalis. Un factor de virulencia en particular es
similar a las adhesinas producidas por especies de Mycoplasma que estan

involucradas en la adherencia al tejido humano.(12)

2.2.1.2 Mycoplasmay Ureaplasma

Mycoplasma es una bacteria anaerobia facultativa, excepto Mycoplasma
pneumoniae, que es un aerobio estricto. Una caracteristica tipica que distingue el
micoplasma de otras bacterias, es la falta de la pared celular. Los micoplasmas
pertenecen a la clase Mollicutes, al orden Mycoplasmatales y a la familia
Mycoplasmataceae. Esta contiene dos géneros que pueden infectar seres
humanos: Mycoplasma y Ureaplasma, denominados colectivamente como
micoplasmas.(13)

El grupo de microorganismos denominados “micoplasmas genitales”, por su
localizacion en las mucosas del tracto urogenital, incluye las especies, M. hominis 'y
Ureaplasma spp. (con sus dos biovariedades: U. parvum y U. urealyticum).(14) M.
hominis y Ureaplasma spp. son las especies que con mayor frecuencia colonizan el
tracto urogenital humano pudiendo ser aisladas de hombres y mujeres
asintomaticos. La mayoria de las infecciones por micoplasmas se limitan a las
superficies mucosas, donde se encuentran en estrecha relacién y adheridos a las

células epiteliales del hospedador.(14)
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Se ha descubierto que U. urealyticum induce la produccion de citocinas
proinflamatorias en las células epiteliales cervicales y vaginales y los macrofagos
(15), lo que sugiere el potencial de este organismo para contribuir al entorno

inmunitario vaginal alterando la MBN. (16)

2.2.2 Vaginitis

2.2.2.1 Candidiasica

La vulvovaginitis candidiasica es una enfermedad inflamatoria de la vagina y vulva,
producida por diferentes especies de hongos, (representa el 25% de las vaginitis y
el 90% de las mismas) fundamentalmente Candida spp, secundaria generalmente
a condiciones fisiologicas alteradas que determinan disminucioén de la inmunidad
local. Candida albicans es la responsable del 90% de los episodios de candidiasis
vulvovaginal. Otras especies menos frecuentes, también denominadas no albicans,
como Candia glabrata, Candida tropicalis y Canida krusei, representan el 10% de
las candidiasis y han registrado en los ultimos tiempos un aumento en prevalencia
y un incremento en la resistencia al tratamiento habitual. EI 20% de las mujeres
asintomaticas en edad fértil tienen Candida spp en la microbiota de la vaginal
normal. Todas las especies de Candida producen sintomas vulvovaginales
similares, aunque la gravedad de los sintomas es mas leve con Candida glabrata y
Candida parapsilosis.(17)

Se caracteriza por leucorrea blanca, inodora, acompafiada de prurito y dispareunia.
Alrededor de 5% de la poblacion femenina presentara candidiasis recurrente
definida como 3 0 mas episodios sintomaticos por afio. La toma de material para

estudio microbioldgico se realiza a nivel de los fondos de saco vaginales o vulva.(10)
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2.2.2.2 Tricomoniasis

Trichomonas vaginalis es un protozoario flagelado, mévil, anaerobio estricto, mide
de 7 a 23 micrometros, agente causal de vaginitis y raramente de uretritis en
hombres, sobrevive varias horas en orina y semen. La infeccion puede
comprometer: vagina, cuello uterino y uretra. El sintoma mas frecuente es la
leucorrea serosa o0 espumosa, de color amarillento o grisaceo, maloliente, que
puede acompariarse de prurito y disuria.(10)

El trofozoito es la forma usual e infectante del parasito. No se han descrito formas
quisticas; sin embargo, en situaciones desfavorables, T. vaginalis puede interiorizar
sus flagelos y adoptar una configuracion de pseudoquiste. Posee cinco flagelos,
cuatro de ellos anteriores y uno posterior, cuya funcion es conferirle sus
movimientos rapidos de traslacién y rotacion caracteristicos. Los cuatro flagelos
anteriores nacen en el blefaroplasto, encima del nucleo, y recorren el canal
periflagelar, que esta rodeado por la pelta, una red de microtibulos que recubre
parcialmente las estructuras basales de los cuatro flagelos. El quinto flagelo esta
formado por un citoesqueleto de actina y tubulina y proporciona un movimiento
ondulante. Este flagelo esta situado en la parte posterior formando la membrana
ondulante, asociada a una estructura llamada costa, cuya funcién es dar resistencia
a la estructura del parasito.(18)

Durante la excitacién y el acto sexual, la mujer secreta fluidos que aumentan el pH
vaginal; ademas el semen, que es alcalino, favorece la transmision del parasito.(19)
A la especuloscopia, se observa eritema vaginal y cervical “cérvix en fresa”, debido

a la dilatacién de los capilares y a las hemorragias puntiformes.(20)
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Figura 2. Ciclo de vida de Trichomonas vaginalis. Las etapas que componen el ciclo de vida de T. vaginalis son

las siguientes: 1) En adultos la trasmision es directa por intercambio sexual. 2) Su reproduccion es por division
binaria. 3) Los trofozoitos, en general sélo infectan la superficie del tracto vaginal y el cérvix en la mujer. En el
varon infectado la localizacién mas comun es el epitelio uretral y las glandulas prostaticas. En el contacto sexual

con el vardn infectado la mujer adquiere el parasito y viceversa. Tomada de www.CDC.com.

2.2.2.3 Vaginitis por Chlamydia trachomatis

Es un procariote inmavil, morfolégicamente cocoide y de tamafio pequefio (0.2 -0.4
micras), son intracelulares obligatorios, se aproxima mucho a las bacterias gram
negativas por su alta concentracion de lipopolisacéaridos.(21) Una vez que alcanza
a un huésped adecuado se adhiere a la superficie de determinados tejidos,
generalmente epitelios columnares y penetra en las células de los mismos por
medio de un fagosoma. Cuando lleva unas cuantas horas en el interior de las células
se transforma en el denominado cuerpo reticulado, que esta adaptado a la vida
intracelular. En dicho lugar experimenta repetidas divisiones binarias hasta ocupar
la mayor parte de la célula y adoptar una morfologia peculiar conocida con el

nombre de inclusioén, la cual es resistente a la accion de los lisosomas. Varias horas
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mas tarde los cuerpos reticulados, todavia en el interior las inclusiones, se
transforman en cuerpos elementales. El cuerpo elemental consiste en un nucleoide
central, que esté dentro de la pared celular, cuya constitucion es diferente a las de
las bacterias Gram negativas, ya que el peptidoglicano no contiene acido
muramico.(21) Finalmente las inclusiones se rompen y liberan al exterior de la célula
nuevos cuerpos elementales, que pueden contagiar a otras células, e inician de ese

modo un nuevo ciclo vital.(22)

Fase 1
Infeccion de Cuerpos
elementales Fase 2
Transformacdién de
Cuerpos elementales a
Reticulares

S

."\, ._« . Vacuola Inclusién
WJ Replicacidn de cuerpos
) reticulares
Q .\:, @
..
Fase 4 Lisis / Fase 3

Transformacién de
Reticulares a
Cuerpos elementales

Figura 3. Ciclo de vida de Chlamydia trachomatis: Fase 1 infeccién por cuerpos elementales a la célula huésped,
Fase 2 replicacion intracelular de cuerpos reticulares, Fase 3 transformacion de cuerpos reticulares a
elementales para nuevas infecciones, Fase 4 lisis celular debido a los cuerpos elementales, estos invaden

nuevas células. Tomado y modificado de Roca, B 2016.(22)

El reservorio es exclusivamente humano; el periodo de incubacion en promedio es
3 semanas. Las infecciones sintomaticas son mas frecuentes en la mujer. Cuando
la enfermedad es sintomatica, en el hombre produce uretritis similar a la gonocdcica,
aungue las secreciones son mas escasas y mas claras. En la mujer la infeccién se
inicia como cervicitis, si ésta progresa causa prostatitis, epididimitis, salpingitis,
rectitis y sindrome de Reiter. La infeccion de la mujer embarazada causa

conjuntivitis en el recién nacido, y neumonitis neonatal tardia.(10)
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2.2.2.4 Vaginitis por Neisseria gonorrhoeae

Neisseria gonorrhoeae es un coco gram negativo que se agrupa en pares
(diplococos) con lados adyacentes aplanados, y apariencia de granos de café. Es
un microorganismo intracelular facultativo, no movil, no esporulado, oxidasa y
catalasa positiva. Tiene un crecimiento 6ptimo entre 35y 37 °C bajo una atmdsfera
de CO2 al 5%. Por sus necesidades nutricionales se considera una bacteria
exigente, requiere cisteina, glucosa, piruvato o lactato como fuente de carbono.
Algunas cepas necesitan ademas ciertos factores de crecimiento como
aminoacidos, pirimidinas y purinas.(23)

N. gonorrhoeae se considera un patdgeno humano obligado que puede crecer y
multiplicarse en las mucosas incluyendo el cérvix, utero, y trompas de Falopio en
las mujeres, asi como en la uretra masculina. Aunque también puede encontrarse
en la boca, faringe y ano. Esta bacteria causa la gonorrea, una infeccion altamente

contagiosa, casi exclusivamente de transmision sexual.(23)

2.3 Cuadro clinico

Cerca de 50% de las pacientes con vaginosis bacteriana cursan la infeccion de
forma asintomatica. En los casos sintomaticos, l0os signos caracteristicos son una
secrecion blanca o grisacea, fetidez (referida como olor a pescado) a causa de la
produccion de aminas por multiples bacterias y prurito vulvar. Menos frecuentes son
los sintomas irritativos como ardor vaginal, disuria y dispareunia. La fetidez se
puede incrementar en los periodos de menstruacion y en el acto sexual
desprotegido, pues la alcalinidad de la sangre y el semen favorecen la liberacion de
las aminas volatiles. En la VB, el pH suele estar por encima de 4.5. Las

manifestaciones clinicas son variables. (24)
La candidiasis vulvovaginal aguda se caracteriza por prurito, dolor vaginal, ardor
vulvar, dispareunia, disuria y olor levemente desagradable. En la exploracion fisica

se advierten eritema y edema vulvar, fisuras, lesiones papulopustulosas, placas
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amarillentas-blancas en las paredes de la vagina y cuello uterino y descarga vaginal
que varia de acuosa a grumosa espesa (consistencia de requeson), test de aminas

negativos y pH vaginal 4.5. (17)

Los sintomas de la tricomoniasis se desarrollan de 4 a 30 dias después de la
infeccion. La manifestacion clinica mas frecuente es la vulvo vaginitis de evolucion
aguda o cronica y el signo o sintoma mas frecuente es la leucorrea, que se presenta
como un flujo de tipo purulento y espumoso. La leucorrea puede ser variable en
cantidad de color amarillento verdoso o gris, inodora o de olor fuerte. Otros sintomas
son el prurito vulvar, ardor y la irritacion genital dolorosa que puede llegar a provocar
intensa dispareunia. Al espéculo se aprecia vagina en empedrado y cérvix con
aspecto de fresa esto por dilatacion capilar y las hemorragias puntiformes,
generalmente el endocervix no muestra afeccién y si es asi se encuentra una

cervicitis mucopurulenta; es importante sefialar que esta infeccion puede coexistir

con la presencia de Chlamydia trachomatis y/o Neisseria gonorrhoeae. (20)

Tabla 1. Caracteristicas, diagnéstico y tratamiento de infecciones vaginales. Modificada de (25)

Diagndstico Vagina normal Vulvovaginitis Tricomoniasis Vaginosis
por Candida
Microbiota G.vaginalis,
Lactobacillus C. albicans y T. vaginalis Mycoplasmas y
spp. otras levaduras anaerobios
Sintomas Ninguno Irritacion y prurito Leucorrea Leucorrea mal
vulvar, leucorrea profusa y mal oliente y
oliente abundante
Exudado Claro o blanco Blanco en Amarillento, Blanco o
vaginal flocular, no agregados homogéneo, grisaceo,
homogéneo adherentes pOCO VisSCoso Yy a homogéneo
menudo
€spumoso
pH del exudado <45 <45 >4.5 >4.5
Olor a aminas No No Con frecuencia Siempre
Examen Células Leucocitos, Leucocitos Células clave.
microscopico epiteliales. células Escasos PMN
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Predominio de epiteliales, Lactobacillus y

Lactobacillus levaduras, microbiota mixta

seudomicelios en
el 80%

Tratamiento No Miconazol Metrodinazol Metrodinazol

2.4 Tratamiento

El principal objetivo del tratamiento es eliminar las manifestaciones y signos de la
infeccion vaginal, por tanto toda mujer con sintomatologia requiere de tratamiento.
En la actualidad, el metrodinazol se ha reconocido como medicamento altamente
efectivo contra anaerobios y moderadamente activo contra G. vaginalis.

La eleccion de la terapia para candidiasis se basa en las preparaciones a base de
anfotericina B, los agentes anti fungicos azolicos desempefian un papel en el
tratamiento. La eleccién de la terapia se basa en sopesar la mayor actividad de las
preparaciones a base de anfotericina B y los agentes antifungicos de equinocandina
para algunas especies no albicanas (por ejemplo, Candida krusei) frente a la
disponibilidad inmediata de formulaciones orales y parenterales para los agentes
antifangicos azolicos. La flucitosina tiene actividad contra muchos aislados de
Candida pero se usa con poca frecuencia.(26)

Una gran cantidad de gonococos tienen resistencia a la penicilina y a las
tetraciclinas. Debido a esta clase de situaciones, el CDC (Centro para el Control y
Prevencion de Enfermedades) estadounidense, ubicado en Atlanta, recomienda
actualmente a las cefalosporinas o a algunas fluoroquinolonas (ciprofloxacina y
ofloxacina), para sustituir a la penicilina y tetraciclina como los farmacos de primera
eleccion para el tratamiento de las gonococcias; cuando la persona es alérgica o
manifiesta intolerancia o reacciones adversas a estos medicamentos, el antibidtico
recomendado es la espectinomicina. Es importante sefialar que, en los ultimos afnos,
se han reportado casos de resistencia a las fluoroquinolonas en EUA, Inglaterra,
Bangladesh, Grecia y Japoén. (27)

La tricomoniasis suele curarse con una dosis oral unica del metronidazol, Los

sintomas de la tricomoniasis en hombres infectados puede que desaparezcan en
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unas cuantas semanas sin tratamiento alguno. Sin embargo, un hombre infectado,
aun cuando nunca haya tenido sintomas o cuyos sintomas hayan desaparecido,
todavia puede continuar infectando o reinfectando a su pareja sexual hasta que no
se trate la infeccion. Por lo tanto, ambos en la pareja deben tratarse la infeccién al
mismo tiempo para eliminar el parasito. Las personas que se estan tratando la
tricomoniasis deben evitar tener relaciones sexuales hasta que tanto ellas como sus

parejas hayan terminado el tratamiento y no tengan sintomas. (28)

2.5 Epidemiologia

Las infecciones vaginales constituyen uno de los principales problemas de salud de
nuestros dias; se estima que entre 120 - 180 millones de mujeres sufren de

infecciones anualmente en el mundo.

En México la "Informacion Epidemioldgica de Morbilidad Anuario 2018 - Version
Ejecutiva”, emitida por la Secretaria de Salud y la Direccibn General de
Epidemiologia en 2018, la vulvovaginitis ocupé el 9o lugar entre las 160 causas de
distribucion de los casos nuevos de enfermedades por fuente de notificacion.
(Estados Unidos Méxicanos. Poblacién General. 2018).

En el afno 2018, el niumero de casos ha aumentado, en cuanto a incidencia, se

registraron las cifras mayores por la Secretaria de Salud a nivel nacional.

La edad y raza de las personas son factores que, segun la clinica, no influyen en la
presentacion de la infeccién, la cual realmente dependerd del factor de
inmunocompromiso asociado; sin embargo, por lo que respecta a la ocupacion
aunqgue no es un factor de importancia, se considera que algunas actividades de las

personas pueden favorecer la infeccion.
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2.6 Factores deriesgo

Dentro de los factores de riesgo que predisponen a la paciente a padecer vaginosis,
los de mayor importancia son los anticonceptivos orales, tener relaciones sexuales
sin proteccidn o tener multiples parejas sexuales. Otras posibles causas que pueden
desarrollar vaginosis por descompensacion del equilibrio son la retencion de
tampones, los dispositivos intrauterinos (DIU), diafragmas o parches ademas del
uso de antibidticos de amplio espectro debido a que éstos pueden destruir las

bacterias de la microbiota normal de la vagina promoviendo la infeccion. (29)

Los factores usualmente identificados como asociados a la infeccion de la vagina
por levaduras son el uso de antibiéticos de amplio espectro, embarazo, uso de
anticonceptivos orales o incluso en algunos trabajos se menciona al uso de
dispositivos intrauterinos, como factor asociado. Asimismo, la diabetes y las
infecciones por VIH deben de ser consideradas dentro de este grupo. La razén de
esta asociacion esta bien determinada en el caso de la diabetes, ya que es bien
conocido que la glucosa en las secreciones vaginales se encuentra incrementada y
esta condicion predispone el crecimiento y la adhesién del patdégeno, sobreviniendo

la infeccidn. (30)

Los factores de riesgo mas importantes en la vaginitis por tricomoniasis son;
prostitucion femenina, abuso sexual en nifias premenarquicas, multiples parejas
sexuales, mujeres con gonorrea confirmada, no usar ninglin método de barrera,
mujeres con otras enfermedades de transmision sexual, no usar anticonceptivos
orales, sexo vaginal no protegido y pareja sexual con uretriris no gonorreica sin
tratar. (31)

Otro factor de riesgo importante de mencionar es la menopausia, generalmente
ocurre en la cuarta o quinta década de la vida y hay una disminucion de la funcién
del ovario. Durante la menopausia se producen niveles mas bajos de estrégeno
circulante, que a menudo conduce a varios sintomas que experimentan las mujeres

durante los afios inmediatamente antes y durante la menopausia. Los cambios en
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el ambiente vaginal durante la menopausia estan acompafiados por cambios en la
composicién de especies del microbiota vaginal. A menudo, esto se manifiesta en
una disminucién de las proporciones de lactobacilos y produccion de acido l4ctico,
lo que provoca un aumento del pH vaginal que posiblemente hace que la vagina sea
mas susceptible a las infecciones y exacerba los sintomas vaginales asociados con
el VVA. (32)

2.7 Métodos de detecciodn

El diagnéstico de VB ha sido un tema muy controvertido. Se han propuesto distintas
metodologias para su diagndstico. (33)

Entre los métodos mas empleados destacan el criterio clinico de Amsel (34) y el
criterio de Nugent.(35) En el primero se requiere la presencia de tres de las
siguientes caracteristicas para diagnosticar alguna infeccion vaginal: pH del flujo
vaginal >4.5; presencia de una descarga vaginal gris, homogénea y adherente;
liberacién de olor a pescado al adicionar KOH al 10% al flujo, y presencia de células
claves en la observacion al microscopio optico. En el segundo método se cuantifican
los morfotipos correspondientes a bacilos gram positivos grandes, bacilos gram
negativos pequefios y bacilos gram variables curvos. La interpretacién de los
resultados es numérica basada en la puntuacion obtenida al sumar las cruces de
los morfotipos de las bacterias presentes en la secrecion vaginal: 7 6 mas puntos
son diagndstico de vaginosis bacteriana, de 4 a 6 puntos se considera intermedio y

de 0 a 3 es considerado normal. (36)

En cuanto a los cultivos, no son siempre confiables debido a que se trata de una
infeccion poli-microbiana, por lo tanto, no se recomiendan dada la falta de
especificidad. (37) Es importante recordar que se ha demostrado el crecimiento de
G. vaginalis en 100% de cultivos en mujeres con VB, pero también se ha cultivado

en mas de 70 % de las mujeres asintomaticas. (38)
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2.8 Diagndstico molecular

La reaccion en cadena de la polimerasa (PCR) se considera una de las técnicas
mas sensibles y especificas de las pruebas moleculares. Esta técnica se basa en
una replicacion exponencial in vitro de una molécula de ADN gendémico (ADNg) o
ADN complementario (ADNc), mediante ciclos repetitivos. (39)

El proceso que sigue la PCR semeja el proceso de division celular mitética, en el
cual se crea una copia del genoma para cada nueva célula somatica. Con la
creacion de estas copias se duplica la cantidad de ADN que se comparte por igual
entre las dos nuevas células. La duplicacion del ADN tiene lugar en cada division
celular, ya que se crea un organismo mutlicelular mediante la division celular
continua a partir de la célula progenitora original. La copia del genoma unico en la
célula progenitora original se convierte en muchos miles de millones de copias en
el organismo completamente maduro. La PCR se basa en principios similares y
componentes aislados de este proceso para asi lograr convertir dichas

concentraciones muy bajas de ADN en concentraciones muy altas.(40)

Los componentes fisicos de la PCR son:

e Templado de ADN, es decir, el ADN que se copia.

e Desoxinucleotidos trifosfatos, el ADN se compone de cuatro nucledtidos
diferentes: adenina (A), timina (T), guanina (G) y citosina (C).

e Oligonucleodtidos o cebadores, son secuencias cortas de ADN
complementarios al templado a las que se une la polimerasa para elongar la
cadena.

e Solucion tampdn de fuerza idnica y pH apropiados.

e Enzima Tag polimerasa, esta se encarga de unir los nucleétidos creando una

secuencia complementaria (A-T, G-C).
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El desarrollo de la PCR consta de tres pasos basicos (Figura 4):

1.

Desnaturalizacion. Se realiza a 95°C y tiene como objetivo desnaturalizar la
doble cadena de ADN y/o destruir las estructuras secundarias del ADN, lo
gue permite el acceso de los primers a la cadena molde en sus secuencias
complementarias. Esta temperatura se mantiene por 30 segundos.
Alineacion. En esta fase, la temperatura se encuentra en un rango entre 55°
y 60°C, en la cual la mayoria de los iniciadores hibridan, esto es, se genera
la energia cinética necesaria para que los iniciadores busquen en las
cadenas de ADN su secuencia complementaria y formen los puentes de
hidrogeno con la cadena molde, dejando el extremo 3’OH disponible y listo
para la adicién de los nucle6tidos consecutivos por la ADN polimerasa.
Extension. Se produce la temperatura éptima para el funcionamiento de la
ADN polimerasa empleada, por lo que dependera ésta para la PCR. En el

caso de la Taqg polimerasa, la mas utilizada es de 72°C.
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4. Esquema convencional de una PCR. Los ciclos de PCR constan de los pasos de

desnaturalizacién, alineacion y extension. Estos pasos se realizan mediante el cambio automatico

de temperaturas en un termociclador. Tomado de Montes, Adriana, 2016. (41)
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Una vez terminados los ciclos designados para la PCR, la temperatura de extension
(72°C) se mantiene por cinco minutos, lo que permite que la polimerasa termine la
extension de los productos a los cuales se encuentra unida.

Durante la programacion de los ciclos de la PCR se programa también un ciclo final
de 4°C por varias horas, lo que permite conservar los productos de PCR hasta que
se retiren los tubos de reaccion del equipo.(42)

El éxito de la PCR depende del disefio adecuado de los oligonucleotidos los cuales
deben tener una alta especificidad y por consiguiente delimitan la longitud del
producto amplificado. Las herramientas moleculares ofrecen la oportunidad de
estudiar los factores que influencian la microbiota vaginal y la influencia de esta
microbiota en la salud humana.(39)

La PCR incrementa el porcentaje de deteccion de patdégenos de muestras
mucocutaneas obtenidas con torunda en un 11-41% comparado con el cultivo.
Actualmente las nuevas técnicas de PCR a tiempo real totalmente automatizadas
permiten la deteccién en un sistema cerrado con bajos tiempos de respuesta y bajo

riesgo de contaminacion. (43)

28



2.9 Aspectos epidemiolégicos

En el 2015 Gliniewicz K y cols, realizaron un estudio con muestras de la pared
vaginal de diferentes conjuntos de mujeres. Posteriormente, realizaron una
extraccion de ADN con un kit comercial y llevaron a cabo una PCR de punto final
con el fin de identificar los microorganismos patdgenos en dos grupos de mujeres,
uno que esta en edad fértil y el segundo que cursa por la menopausia, esto
utilizando primers disefiados y verificados para que asi los productos de la PCR se
sometieran a electroforesis en geles de agarosa. Las mujeres postmenopausicas
que fueron examinadas estuvieron dominadas por especies estrictamente
anaerobicos y en las mujeres pre menopausicas tenian comunidades vaginales

dominadas por especies de Lactobacillus spp.

Un estudio por M. Brotman, D. Shardell en el 2015 con un total de 87 mujeres, que
fueron clasificadas como premenopausicas (30), perimenopausicas (29) y
postmenopausicas (28), en el cual se describié la composicion de la microbiota
vaginal entre este grupo de mujeres explorando la asociacién entre la MBN y AVV.
Utilizando la técnica de PCR la MBN se agrupo en seis tipos, de los cuales cuatro
estaban dominados por L. crispatus, L. gasseri, L. iners o L. jensenii; y otros dos
que tenian una abundancia baja de Lactobacillus y alto en microorganismos
anaerobios. Las mujeres postmenopausicas se clasificaron en el grupo de baja
abundancia de Lactobacillus y las mujeres premenopausicas fueron principalmente
dominadas por diferentes bacterias anaerobias como G. vaginalis en estado de
infeccion y cuando se encuentran sanas de salud son dominadas por L. crispatus y
L. iners Se encontré que de todas las mujeres diecinueve tenian signos de AVV
leve 0 moderada, en comparacion con las mujeres sin AVV, la microbiota vaginal de
las mujeres con atrofia leve o moderada tenia 25 veces mas probabilidades de ser
clasificada como abundancia baja de Lactobacillus y alto en microorganismos

anaerobios.

29


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Gliniewicz%20K%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=30837959
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Brotman%20RM%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=24080849
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Shardell%20MD%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=24080849

En un estudio por N. Fredricks, L. Fiedler y M. Marrazzo en el 2005, identificaron
diferentes m.o. en muestras de flujo vaginal con PCR de amplio rango de 16S rDNA
y estudiados con el uso de PCR especifica de bacterias, con un total de 73
muestras, 27 mujeres con vaginosis bacteriana y 46 sin la afeccion. Veintiin
mujeres fueron estudiadas con el uso de PCR de amplio rango de 16S rDNA, y 73
sujetos fueron estudiadas con el uso de PCR especifica de bacterias. Las pacientes
que fueron examinadas sin vaginosis bacteriana tenian de 1 a 6 especies
bacterianas vaginales en cada muestra, segun lo detectado por PCR de amplio
rango de 16S rDNA, y las especies de Lactobacillus fueron las bacterias
predominantes observadas particularmente L. crispatus y L. iners. Las mujeres con
vaginosis bacteriana tuvieron una mayor diversidad bacteriana con 9 a 17 filotipos
detectados especialmente G. vaginalis y A. vaginae por muestra. Los ensayos de
PCR especificos de bacterias mostraron que varias bacterias que no se habian
descrito previamente eran altamente prevalentes en sujetos con vaginosis

bacteriana pero raras en controles sanos como los Clostridiums.

En otro estudio por N. Fredricks y L.Fiedler en el 2007, detectaron varias especies
bacterianas en mujeres con vaginosis bacteriana mediante el uso de ensayos de
PCR, determinaron la prevalencia de cada especie en la vagina, su asociacion con
VB Yy la utilidad de la PCR para el diagndstico microbiologico de VB. Se desarrollaron
ensayos de PCR y se aplicaron a 264 muestras de flujo vaginal de 81 mujeres con
y 183 mujeres sin VB. Los resultados se compararon con dos métodos ampliamente
aceptados para diagnosticar VB, el uso de hallazgos clinicos (criterios de Amsel) y
la interpretacién de Gram del flujo vaginal (criterios de Nugent). El ensayo de PCR
para L. crispatus confirm6 que no esta asociada con la VB. L. crispatus se detecto
en el 89,6% de las mujeres sin VB y en el 16% de las mujeres con VB. También se
detectd L. iners y se confirmd que se encuentra comunmente en mujeres con VB
(98.8%) y sin BV (91.3%). Utilizando los criterios de Amsel como el estandar de
oro, se detectaron diferentes bacterias anaerobias como G. vaginalis y por PCR

obtuvieron el 96% de los pacientes con BV, M. curtisii en el 55.6% de las mujeres
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con BV con una especificidad del 93% y M. mulieris en el 22.2% de las mujeres con

BV con una especificidad del 100%.

En el 2016 Romero Viamonte, determind los agentes patdgenos mas frecuentes en
las infecciones de trasmision sexual, diagnosticados por PCR multiplex en todas las
mujeres que acudieron al centro de salud. El estudio estuvo constituido por toda la
poblacion del sexo femenino que acudié al centro de salud y el tamafio de la muestra
qued6 conformada por 50 mujeres en edad fértii que acudieron a consulta
ginecoldgica. Luego de la aplicacion de la técnica de PCR Multiplex en las pacientes
gue acudieron a consulta, se pudo determinar la presencia de Mycoplasma hominis
y Neisseria gonorrhoeae (39 %), Ureaplasma urealyticum (15 %) y Trichomonas

vaginalis (7 %).

En consecuencia, la deteccibn por PCR de una o mas especies bacterianas
anaerobias es un indicador mas confiable de BV, aunado al tipo de técnica usado
para detectar diferentes MO (microorganismos) y asi tener una mayor certeza para
aseverar que en el estudio presente se encontraran MO potencialmente patégenos

con mas frecuencia en comparacion con los Lactobacillus spp..
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3 Planteamiento del problema

La microbiota vaginal juega un papel importante en la prevencion de la proliferacion
y/o colonizacion por parte de mricroorganismos patdgenos, su relacion con
diferentes factores de riesgo, como la menopausia es que al disminuir los niveles
de estr6geno, ocasiona una reduccion de lactobacilos y una menor produccion de
acido lactico, lo que provoca un aumento del pH vaginal, ocasionando que la vagina
sea mas susceptible a infecciones; sin embargo existe muy poca informacién sobre
el curso de infecciones vaginales en mujeres post menopadusicas; debido a esto se
ha visto la necesidad de estudiar a este grupo de mujeres para proporcionar
pruebas méas sélidas de una relacion causal con las infecciones; utilizando asi
técnicas moleculares, para la deteccion de microorganismos potencialmente
patdgenos, garantizando la eliminacion y el alivio de los sintomas, los cuales tienen

un impacto en la salud y calidad de vida de las mujeres.

4 Justificacion

Las manifestaciones de este tipo de infecciones son bastante similares y carecen
de signos o sintomas patognomonicos, razén por la cual el diagnéstico basado
exclusivamente en el examen clinico tiene muchas causas de error, debido a esto
se ha visto la necesidad de recurrir a técnicas mas rapidas y precisas, como el
empleo de pruebas moleculares, para la deteccion de patdgenos asociados a estas

infecciones.

5 Hipotesis
La deteccion molecular por PCR de microrganismos patdogenos en mujeres que

cursan por la postmenopausia, incidira en la presencia de infecciones vaginales

debido a la disminucion de los lactobacilos.
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6 Objetivo general

Detectar los patdogenos responsables de infecciones vaginales en mujeres pre y
postmenopdausicas con sospecha de infeccidn, para observar la relacién entre la

menopausia y la presencia de infeccion vaginal.

6.1 Objetivos particulares

¢ I|dentificar a Candida albicans, Gardnerella vaginalis, Mycoplasma hominis,
Ureaplasma urealyticum y Lactobacillus por PCR de punto final.

e Identificar a Chlamydia trachomatis, Trichomonas vaginalis y Neisseria
gonorrhoeae por PCR en tiempo real.

e Relacionar la existencia de infecciones vaginales con el estado de
menopausico.

¢ |dentificar el método de planificacién familiar méas frecuente relacionarlo con

la aparicion de vaginosis bacteriana.

7 Disefo experimental

7.1 Tipo de estudio

Descriptivo-prospectivo-transversal.

7.2 Poblacién de estudio

Se trabaj6é con 106 muestras de exudados vaginales, 56/106 (53%) mujeres
clasificadas como pre menopausicas y 50/106 (47%) mujeres post menopausicas
de acuerdo a los criterios de Estadios del Envejecimiento Reproductivo (STRAW);
con probable diagndstico de infeccidén vaginal del servicio de displasias del Hospital
Juérez de México, durante el primer trimestre del afio 2019.
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7.3 Criterios de inclusién

» Sospecha clinica de infeccion por parte del médico especialista

e Sin tratamiento

+ Mayores de 18 afios

7.4 Criterios de exclusion

« Pacientes con histerectomia
« Muestra insuficiente

« Pacientes con Cancer cervicouterino

7.5 Material

7.5.1 Material biolégico

e Exudados vaginales

7.5.2 Reactivos

o Kit comercial CT/NG/TV BDMAX.
e Kit de extraccion de ADN Stratec.
e Isopropanol.

e Bromuro de etidio.

e TBE 10X Invitrogen.

e Marcador Quick-Load® 100 bp DNA.

e Agarosa Sigma.
e Agua inyectable Pisa.

e Primers.
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7.5.3 Equipos

e BDMAX Becton Dickinson

e Thermomixer.

e EPOCHH serie 130125D marca BioTek Intrument Inc.
e Centrifuga refrigerada.

e Computadora laptop HP.

e Balanza analitica.

e Micropipetas de 10 pL, 100 pL y 1000 uL Gilson.
e Agitador Vortex.

e Termociclador.

e Campana de flujo laminar

e Horno de microondas Wirpool.

e Camara para electroforesis Thermo Scientific.

e Fuente de poder BioRad.

e Gel Doc Ez Imager marca Bio Rad.

7.6 Métodos

7.6.1 Diagrama de flujo

Consulta Verificacion y
bibliogréfica de los |[om> preparacion de
oligonucleétidos. oligonucledtidos.

Toma de muestras y Cuantificacién de
extraccion de ADN. acidos nucleicos.

PCR de punto final y Visualizacién en gel Obtencion de

de agarosa al 2%. resultsddos.

electroforesis en gel
de agarosa.

Interpretacion de

Analisis estadistico.
resultados.
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7.6.2 Verificacion y disefio de primers

Para verificar la especificidad de los primers seleccionados, se realizé la obtencion

genomica en la base de datos del NCBI (National Center For Biotecnology

Information, por sus siglas en inglés). En la tabla 2 se muestran los primers con el

namero de pares de bases que amplifica cada uno. De igual forma se verificd

mediante un PCR in silico los pares de primers, utilizando las plataformas Integrated

DNA Technologies (DTI), OligoAnalizer y MFE primer 3.0 quality control for PCR

primers, para verificar la region de hibridacion del par de primers.

Tabla 2. Primers obtenidos para la deteccion de cada uno de los microorgansimos.

Microorganismo

Gardnerella vaginalis

Candida albicans

Mycoplasma hominis

Ureaplasma urealyticum

Lactobacillus crispatus

Lactobacillus gasseri

Primer Forward

GTGGCCTAACCCTTTTGGGA

AGTCAATCTCTGTCTCCCCTT
GC

AAGGCGAAGGCAGCTTACTG

TGCAAACGTGCTACAATGGC

GGAACCTGCCCCATAGTCTG

TGCTATCGCTTCAAGTGCTT

Primer Reverse

CTGGTAAGGGCGTATGGTGG

GTGGTCCTTATTGAGAAAATCT
CCG

GATCATCGTTTACGGCGTGG

TCCAGTCACCGATCCTACCC

GCTGCCTCCCGTATGAGTTT

AGCGACCGAGAAGAGAGAGA

Pares de
bases

506

658

103

266

239

360
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7.6.3 Preparaciéon de primers

Los primers se cuantificaron a 230 y 280 nm mediante un nanofotometro Pearl
marca Implent modelo Implent GmbH serie 3122; los mismos se prepararon a una
concentracion final de 20 pmol y se llevaron almacenamiento de -20°C hasta su uso.
Se verifico cada par de primers determinando la ¢ Cada par de primers se prob6 de
forma individual mediante PCR de punto final para verificar su funcionamiento. El
uso de cepas American Type Culture Collection (ATTC) como controles positivos
sirvieron para comprobar que los primers amplificaban adecuadamente.

Las cantidades utilizadas para la PCR se observan en la Tabla 3 y para el caso de
los testigos negativos se utilizé un volumen de 7 pL de H20 ya que no se cargaba
muestra de ADN.

Tabla 3. Cantidades de reactivos utilizados para la identificacion da patégenos.

Reactivo Cantidad
Master Mix 10 pL
Primer Forward 1puL
Primer Reverse 1puL
Agua libre de 3 uL
endonucleasas

DNA del patégeno 5puL
Total 20 puL

Las temperaturas empleadas para la estandarizacion se programaron
considerandose X como la Ta a encontrar segun los resultados obtenidos por cada

reaccion (Figura 5).
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Figura 5. Programa empleado para la estandarizacién de cada par de primers.

7.6.4 Tomade muestra

La toma de muestra se realiz6 directamente de la lesion. Es importante instruir e
informar a la paciente para evitar que realice duchas vaginales, no estar en su
periodo de menstruacion, no tener relaciones sexuales por lo menos tres dias antes
y no aplicar algun tipo de tratamiento local o sistémico durante 10 dias previos a la
toma de muestra.

Se colocé a la paciente en la mesa de exploracion en posicion ginecoldgica,
posteriormente se introdujo el espejo vaginal sin lubricante, se localizé el cérvix y
se realizé un raspado con el hisopo estéril que se colocara en un medio de trasporte
hasta ser utilizado.

Se retird el espejo vaginal del paciente y se deseché en la bolsa roja.

7.6.5 Extraccion de ADN

La muestra se mezclé por inversién, se tomo una alicuota de 400 uL y se transvaso
a un tubo de lisis, se dejo incubar en el thermomixer a 70°C por 15 minutos junto
con la solucion de elucion.

Una vez terminado el calentamiento se afiadié 400 pL de isopropanol, se mezclé
por inversion 4-5 veces y se centrifugd a 13 000 rpm durante 1 minuto a 4°C,
posteriormente se trasvaso a la columna de separacion y se centrifugo a 13 000 rpm
por 2 minutos a 4°C, se descartd el sobrenadante. Se coloco la columna en un
nuevo tubo colector y se afiadié 500 uL de buffer de lavado (R1). Se centrifugd a 13
000 rpm durante 2 minutos a 4°C, se descartd el sobrenadante y se coloco la
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columna en un nuevo tubo de colector, se adicion6 700 pL de solucién de lavado
(R2). Se centrifugd a 13 000 rpm durante 2 minutos a 4°C y se descartd el
sobrenadante. Se coloc6 la columna en un tubo colector con tapa, se agregaron 55
uL de solucion de elucién y se centrifugd a 10 000 rpm durante 2 minutos a 4°C. Se

retird la columna y se mezcl6 suavemente.

7.6.6 Cuantificacion de acidos nucleicos

Se usdé un espectrofotbmetro modelo EPOCHH serie 130125D marca BioTek
Intrument Inc. a una longitud de onda 260/230 nm y se cuantificé la concentracion

del ADN extraido de los exudados vaginales.

7.6.7 PCR de punto final y electroforesis en gel de agarosa

Se adicionaron los reactivos de la tabla 3 en un tubo Ependorff de 0.2mL colocados
en un cooler. Se mezcldé suavemente en vortex de 3-5 segundos y se centrifugé
ligeramente en una mini centrifuga por 5 segundos a temperatura ambiente.

Se programo el termociclador con las condiciones de ciclado mostradas en la tabla
4y 5, se colocaron los tubos en la placa del equipo y se inici6 el programa de PCR.
Terminada cada reaccion de amplificacion, se prepard un gel de agarosa al 2%.
Para ello en un matraz Erlenmeyer se colocaron 50 mL de amortiguador de TBE 1X
y 1.0 g de agarosa, se calentd la mezcla en horno de microondas a intervalos de 15
segundos entre los cuales mezclé suavemente. Una vez disuelta la agarosa se
adicionaron 2 pL de bromuro de etidio, se mezclo bien y se trasvaso en un molde
provisto con un peine.

Las muestras se adicionaron en cada pozo del gel de agarosa, cargando 5 pL de
cada producto, en el primer pozo se carg6 el marcador de peso molecular de 50—
1350 pb. Se realizo la electroforesis a 90 V por 1 hora.

Posterior al tiempo de corrida los geles fueron revelados con el equipo Gel Doc Ez

Imager marca Bio Rad y analizados con el software ImageLab 5.
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Tabla 4. Condiciones para la deteccion de Gardnerella vaginalis, Candida albicans y Mycoplasma

hominis por PCR de punto final.

95°C por 5 minutos
94°C por 1 minuto
30 ciclos 60°C por 45
segundos
72°C por 1 minuto
72°C por 5 minutos
4°C HOLD

Tabla 5. Condiciones para la detecciobn de Lactobacillus crispatus, Lactobacillus gasseri y

Ureaplasma urealyticum por PCR de punto final.

95°C por 5 minutos
94°C por 1 minuto
30 ciclos 61°C por 45
segundos
72°C por 1 minuto
72°C por 5 minutos
4°C HOLD

7.6.8 PCR en tiempo real

7.6.8.1 Preparacion de las muestras

Se destapo el tubo de tampon de muestras BD MAX UVE y se introdujo el hisopo
en el tubo con la punta hacia abajo. Se sujeté la torunda por el tapdn y se rompid
con cuidado el vastago por la marca. Se cerr6 bien el tapdn en el tubo de muestras

BD MAX UVE y se coloco en el bloque térmico de precalentamiento BD.
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7.6.8.2 Funcionamiento del sistema BD MAX

Se extrajo el niumero necesario de tiras de reactivos individuales del kit BD MAX.
Se coloco una 1 tira de reactivos individual en la gradilla del sistema BD MAX,
empezando por la posicién 1 de la gradilla A, por cada muestra que se vaya a
analizar. Se monté un 1 tubo de extraccién (envoltorio metalizado blanco) en la
posicion 1 de cada tira de reactivos y un 1 tubo de mezcla maestra (envoltorio
metalizado verde) en la posicion 2 de cada tira de reactivos individual.

Se colocaron los tubos en las gradillas del sistema BD MAX correspondientes a
las tiras de reactivos individuales que se montaron anteriormente. Se afiadio el
ndmero necesario de tarjetas de PCR BD MAX en el sistema, se cargo la gradilla

en el equipo y se dio Iniciar. Al finalizar la corrida, se comprobaron los resultados.

7.6.8.3 Analisis estadistico

Los datos fueron descritos con frecuencias y porcentajes para poder determinar la
relacion entre el estado menopausico y la presencia de infecciones vaginales, se
utilizé la prueba de chi-cuadrada, con un nivel de significancia del 95%. Para la
asociacion de variables se calculé la razén de momios y sus intervalos de confianza
(IC) del 95%. Del mismo modo, se determind la relacion entre los métodos de
planificacion familiar y la presencia de VB, empleando el programa Startical Product
and Service Solutions (SPSS) version 20.
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8 Resultados

8.1 Consulta de expedientes

Se realizé una consulta de los expedientes de las 106 pacientes con el fin de obtener
manifestaciones clinicas que presentaban al momento de la infeccion y conocer si

usaban algun tipo de método de planificacion familiar (MPF).

En una mujer sana la presencia de leucorrea y fetidez vaginal no es normal, asi que
se compilaron principalmente esas dos variables, obteniéndose que 106/106
(100%) de las pacientes obtuvo un resultado positivo para leucorrea y 95/106 (80%)
para fetidez.

Por otro lado, también se evalud el prurito vulvar 42/106 (40%), irritacion 21/106
(20%), disuria 5/106 (5%) y dispareunia siendo la que obtuvo el porcentaje mas bajo
con 3/106 (3%). (Grafica 1)

Sintomas

Dispareunia l 3%
Disuria [ 5%
Irritacion 20%
prurito vuivar [ /0%
Fetidez | 0%
Leucorrea |, 1 00%

CARACTERISTICAS CLINICAS

0% 20% 40% 60% 80% 100% 120%
PORCENTAJE

Gréafica 1. Caracteristicas clinicas de las pacientes con infeccion vaginal.
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Asimismo a todas las pacientes se les realiz6 un cuestionario confidencial y se
recolectaron los datos para saber qué tipo de MPF estaban usando al momento del
estudio o si lo utilizaron en algn momento de su vida; de las cuales 21/106 (20%)
de ellas refirieron no utilizar ninguno en el momento del estudio. El dispositivo
intrauterino (DIU) con 32/106 (30%) mujeres y los anticonceptivos hormonales con
24/106 (23%), fueron los métodos mas usados y el preservativo con tan solo 12/106

(11%) pacientes fue el mas bajo. (Grafica 2)

Metodos de planificacion familiar
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intrautering bilateral
MIPF

Gréfica 2. Recuento de métodos de planificacion familiar.

8.2 Verificacion de primers por PCR in silico

Antes de iniciar con la deteccion de los microorganismos se realizo la verificacion
de los primers con las plataformas biotecnologicas, todo esto con el fin de conocer
diferentes factores que podrian afectar la eficiencia de la reaccion, como el
contenido de CG, temperatura de alineamiento y especificidad, evitando asi el
alineamiento en secuencias no deseadas y evitando de igual forma, la generacion
de hairpin o dimeros entre los mismos oligonucleétidos y también verificar el

alineamiento de los primers seleccionados para las secuencias a amplificar.
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Results DILUTION

SEQUENCE 5-CTGGTAAGG GOG TAT GGT GG -3
COMPLEMENT S-CCACCATACGCCCTTACCAG-3
LENGTH 20

GC CONTENT &0 %

MELT TEMP 577 °C

MOLECULAR WEIGHT 6269.1 g/mole

EXTINCTION COEFFICIENT 197200 Lf{mole«cm)

nmole/00,,.: 507

ug/oD,,: 3179

Figura 6. Resultados de la verificacién de primers en la plataforma Integrated DNA
Technologies.

Primerlist «+

Primer ID Sequence (5'—=3) Binding Length GC(%) Tm (°C) AG (kcal/mol)
P1 AGTCAATCTCTGTCTCCCCTTGC i P1 23 52.17 62.55 -24.67

P2 GTGGTCCTTATTGAGAAAATCTCCG i P2 25 44.00 60.30 -24.75
Hairpin list

No hairpins found.

Dimer list

No dimers found.

Figura 7. Resultados de la verificacién de primers en la plataforma MFEprimer 3.0. quality control for

PCR primers.

Es de interés sefalar que esta herramienta también nos ofrece informacion respecto
a la longitud del fragmento que amplifican los cebadores evaluados, en este caso el
analisis sefiala que el tamafio de los productos de reaccién esperados para los
diferentes microorganismos son: Gardnerella vaginalis es de 506 pares de bases
(bp), para Mycoplasma hominis es 103 bp, para Ureaplasma urealyticum es de 266
bp, para Candida albicans es de 658 bp, para Lactobacillus crispatus 239 bp y para

Lactobacillus gasseri es de 360 pb.
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100 bp 103 bp

Figura 8. Electroforesis virtual de la deteccién de los productos amplificados por PCR de los diferentes
patégenos. Carril M: Marcador de peso molecular 100 bp, carril 1: Gardnerella vaginalis, carril 2: Candida
albicans, carril 3: Mycoplasma hominis, carril 4: Ureaplasma urealyticum, carril 5: Lactobacillus crispatus y carril
6: Lactobacillus gasseri.

8.3 Verificacion de los primers por PCR de punto final

Se realiz6 la PCR a diferentes temperaturas para determinar la Tm Optima para el
funcionamiento de cada par de primers de forma individual para cada
microorganismo. El uso de controles positivos (cepas ATTC: Gardnerella vaginalis
14018™ Candida albicans 10231™, Mycoplasma hominis 43523™, Ureaplasma
urealyticum 33698™, Lactobacillus crispatus 33820™ vy Lactobacillus gasseri
33323™) sirvi6 para comprobar que los primers amplificaban adecuadamente.
Iniciado con 57°C ya que fue la Ta obtenida a partir de las evaluaciones in silico.
Posteriormente, se evaluaron también las temperaturas mas altas. A continuacion,

se presenta la imagen de los resultados obtenidos.
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» Controles positivos

1350 bp
766 bp
~ 658 bp
500 bp ~a 506 bp
-4 360 bp
250 bp -a 266 bp
- 239 bp
100 bp -« 103 bp
50 bp

Figura 9. Primers estandarizados por PCR de punto final de los diferentes patégenos. Carril M:
Marcador de peso molecular 50 bp a 1350 bp, carril 1: Gardnerella vaginalis, carril 2: Candida
albicans, carril 3: Mycoplasma hominis, carril 4: Ureaplasma urealyticum, carril 5: Lactobacillus

crispatus y carril 6: Lactobacillus gasseri.

» Muestras clinicas

Se iniciaron las reacciones con Ta de 60°C para Gardnerella vaginalis, Candida
albicans y Mycoplasma hominis ya que fue el valor obtenido mediante los analisis
in silico con diferentes herramientas informéaticas. A esta temperatura se obtuvieron
las bandas esperadas y no hubo productos inespecificos desde la primera

verificacion.
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- 103 bp

Figura 10. Deteccion de productos obtenidos por PCR de punto final efectuada a 602C. Carril M:
marcador de peso molecular 50 bp a 1350 bp, carril 1: control negativo, carril 2: control positivo y
carilles 3-7 muestras clinicas. En la imagen A) Gardnerella vaginalis, B) Mycoplasma hominis y C)

Candida albicans

Para la verificacion de amplificacion de Lactobacilus crispatus, Lactobacilus gasseri
y Ureaplasma urealyticum, los primers se alinearon correctamente después de
modificar la Ta ya que a 60°C no se obtuvieron bandas lo cual es un indicador que
esta temperatura no es 6ptima para la reaccion, contrario al resultado de evaluar Ta

a 61°C obteniendo las bandas esperadas.

47



B) RBETEE

1350 bp »

766 bp »
500bp »

- 360 bp
- 239bp 250bp »

100 bp »
SObp »

100bp »

S50bp »

C)

1350bp »
766bp »

500 bp »

250bp » - 266 bp

100 bp »

S0bp »

Figura 11. Deteccion de productos obtenidos por PCR de punto final efectuada a 61°C. Carril M:
marcador de peso molecular 50 bp a 1350 bp, carril 1: control negativo, carril 2: control positivo y
carilles 3-7 muestras clinicas. En la imagen A) Lactobacillus crispatus, B) Lactobacillus gasseri y C)

Ureaplasma urealyticum.

Verificados todos los primers, se realizé el recuento de cada uno de los patégenos
en las 106 muestras; dentro de las muestras positivas se obtuvo como mas
frecuente Gardnerella vaginalis con 49/106 (46%), seguido por Mycoplasma hominis
con 14/106 (13%), Candida albicans con 13/106 (12%) y Ureaplasma urealyticum
con 5/106 (5%) (Grafica 3).
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8.4 PCR en tiempo real, sistema BD MAX

La deteccion de Trichomonas vaginalis. Chlamydia trachomatis y Neisseria
gonorrhoeae se llevé a cabo por el procesamiento de las muestras mediante el
equipo automatizado BDMAX, en el cual se realizd la extraccion de ADN vy

posteriormente la PCR en tiempo real.

PP
S | e s g
/fb* Curvas de amplificacién
Y 4 I (Ca) del control interno de
e o . .
cada microorganismao.
AF o

WA CT G T 58 GB0EES

A} Ca paositiva de

S X Trichomonas vaginalis

B) Ca positiva de
Chlamydia trachomatis

syl

I R — S R e e I g C) Ca negativa para

Neisseria gonorrhoeae

Figura 12. Deteccion por PCR en tiempo real. A) Se observa una curva de amplificacion (Ca) positiva
para Trichomonas vaginalis, en B) se observa una CA positiva para Chlamydia trachomatis y C) se

obtuvo una CA negativa para Neisseria gonorrhoeae.
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Cada cartucho del ensayo, incluye controles de calidad llamados “Control de
procesamiento de muestra” (SPC), incluido en el tubo de extraccion. EI SPC
supervisa los pasos de extraccion del ADN, la presencia de inhibidores en la PCR,
asegura que las condiciones de la reaccion de PCR sean las adecuadas y que los

reactivos para la PCR sean funcionales.

El sistema BD MAX interpreta automaticamente los resultados de las pruebas;
observando las curvas de amplificacion se logro identificar la presencia o ausencia

de los diferentes patdgenos en cada una de las muestras.

Se realiz6 el recuento de cada uno de los patdgenos causantes de infecciones de
transmision sexual (ITS) en las 106 muestras; dentro de las muestras positivas se
obtuvo como mas frecuente Chlamydia trachomatis con 5/160 (5%) seguida por
Trichomonas vaginalis con 4/160 (4%), mientras que para Neisseria gonorrhoeae

no se encontré ninguna muestras positiva, lo que equivale a 0/160 (0%). (Grafica 3)

Neisserio gonorrhoeae
Trichomonas vaginalis

Chiomydia trachomatis

Uregpiasma urealyticium
Lactobaciius crispatus
Condido abicans GG
Mycoplasma hominis
Loctobocilus gasseri
Gardnerelio vaginals I

0 10 20 30 40 50 &0

Gréfica 3. Recuento de los microorganismos patdégenos encontrados en las 106 muestras por PCR

de punto final y tiempo real.
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8.5 Distribucion de microorganismos patdégenos y Lactobacilos entre

mujeres pre y post menopausicas

Una vez obtenido el porcentaje total de cada microorganismo patdégeno, se
compararon las frecuencias de cada uno de ellos, teniendo en cuenta que en mas
de la mitad de la poblacién se encontr6 una coinfeccion, tanto en pacientes pre
como post menopausicas y se observd que en ambos grupos de mujeres la
vaginosis bacteriana causada por Gardnerella vaginalis fue la mas comun seguida
por la candidiasis, mientras que las infecciones por transmision sexual fueron las

menos frecuentes en pacientes postmenopausicas. (Grafica 4)

Menpausia

Wrre
[ Post

40

30

207

Recuento

Gardnerella Mycoplasma Ureaplasma Candida Trichomonas Chlamydia
vaginalis hominis  urealyticum  albicans vaginalis  trachomatis

Patégenos

Grafica 4. Recuento de microrganismos patdgenos en pacientes pre y post menopausicas obtenidos
del analisis de los geles de agarosa y del sistema BD MAX; con la prueba de chi-cuadrada de

Pearson (p<0.05) se determind si existia o no diferencias significativas entre las dos variables.
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Por otro lado, se compararon las frecuencias de lactobacilos (L. gasseri y
L.crispatus) en los dos grupos de mujeres, encontrando una frecuencia mas alta de
L. gasseriy menor de L. crispatus en las mujeres pre menopausicas, asi como para
las mujeres postmenopausicas, no obstante, al comparar ambos grupos de mujeres
las frecuencias mas altas de los lactobacilos se encontraron en el grupo de mujeres
pre menopausicas sin encontrar diferencias estadisticamente significativas
(p>0.05). (Grafica 5)

Menaopausia

BFre
M FPost

Recuento

L gasseri L crispatus

Lactobacilos

Grafica 5. Recuento de lactobacilos en pacientes pre y post menopausicas obtenidos del andlisis de
los geles de agarosa.
8.6 Distribucion entre las infecciones vaginales y la menopausia

Al realizar la prueba de chi-cuadrada de Pearson para comparar la frecuencia de

las infecciones vaginales y el estado de menopausia, se encontré diferencia
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estadisticamente significativa entre las dos variables (p<0.05), con mayor
proporcién de infecciones en las mujeres pre menopdausicas siendo un factor

condicionante para presentar una infeccion vaginal (RM=15.3, IC del 95%, p<0.05).

Una vez realizada la estadistica entre las infecciones vaginales y la menopausia, se
seleccionaron solamente las muestras de las mujeres pre menopausicas para la
identificacion de los factores de riesgo méas frecuentes, quedando un total de 56

muestras.

8.7 Distribucidn entre los métodos de planificacion familiar y la VB

La VB fue la condiciébn mas comun, con 33 casos (59%), seguida la candidiasis con
11 casos (20%).

Con respecto al método de planificacion familiar (MPF), 16 pacientes refirieron no
utilizar ninguno en el momento del estudio. El dispositivo intrauterino (DIU) con 14
y los anticonceptivos hormonales con 10 pacientes fueron los métodos mas usados
y el preservativo con 5 pacientes fue el mas bajo. (Gréfica 6)

El andlisis estadistico en conjunto indica que no se obtuvieron diferencias
estadisticamente significativas (p>0.05). Sin embargo, al comparar cada método por
separado se hallaron diferencias estadisticamente significativas; en el caso del DIU,
la OTB y el preservativo son factores condicionantes de riesgo débil de la VB y los

meétodos hormonales un factor protector.

Tabla 6. Relacion entre los factores de riesgo con significancia estadistica y la vaginosis bacteriana

estudiados en el grupo de mujeres premenopausicas.

Factor de riesgo Razon de Intervalo de Valor de p
(MPF) momios (RM) confianza (IC)

DIU 1.2 0.9-1.5 0.08

Hormonales 0.4 0.03-4.8 0.48

OTB 1.4 0.18-11.1 0.72

Preservativo 1.7 0.22-13.6 0.60
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Grafica 6. Prevalencia de vaginosis bacteriana en relacion con MPF como factores de riesgo.
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9 Discusion

El presente trabajo insiste en la importancia que tienen las IV como uno de los
principales problemas de nuestros dias, provocando importantes problemas en la
vida reproductiva de la mujer como la enfermedad pélvica inflamatoria, esterilidad,
embarazo ectdpico (44), entre otros, puesto que la tasa de morbilidad va en

aumento cada afo en la poblacion mexicana.

Se estudié la vaginosis bacteriana, la candidiasis y la tricomoniasis debido que a
nivel mundial son las infecciones que se presentan con mayor frecuencia y que
presentan un riesgo muy importante en las mujeres en cualquier edad; en el HIM
se tiene la presencia de estas infecciones ya que es un hospital que atiende mujeres
de todas las edades y la presencia de estos padecimientos pero también hay que
mencionar que en este trabajo se tomaron en cuenta otros MO que ocasionan
complicaciones a las mujeres como son: Ureaplasma urealyticum, Mycoplasma

hominis, Neisseria gonorrhoeae y Chlamydia trachomatis.

Para el diagndstico de las IV es importante mencionar que los resultados obtenidos,
estan relacionados con la calidad de la muestra (45), por consiguiente en este
trabajo se aprendio a realizar una toma de muestra de los exudados vaginales,

teniendo en cuenta todas las medidas necesarias para reducir el porcentaje de error.

Respecto a los sintomas que se pueden presentan en una IV, desde un flujo hasta
el shock séptico,(46) al analizar las manifestaciones clinicas se encontrd la
frecuencia mas alta en el flujo vaginal, resultados que concuerdan con Medina R. y
cols. en 2010 puesto que, expresaron un 97% de las pacientes presentaban flujo

vaginal asociandolo como principal sintoma de infeccion.

Dinc y cols. en 2010 refieren que los criterios de seleccién empleados para el disefio
de los primers son una parte muy importante debido a que, de estos parametros

depende el éxito de la amplificacion mediante PCR. Para llevar a cabo el disefio de
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los primers se hizo la busqueda en Genbank de las secuencias de los diferentes
microorganismos con los que se trabajo. El cumplimiento de los pardmetros para el
disefio de cada par de primers fue evaluado y verificado mediante diferentes
herramientas bioinfromaticas (primer 3 plus, pcr in silico, IDT), con los resultados
obtenidos se ratificé que la formacidon de estructuras secundarias como dimeros y

hairpins no presentaban impedimento para su adecuado funcionamiento.

Al final de la PCR, para saber si la reaccién transcurrio eficientemente, los
amplicones son visualizados a través de una electroforesis en geles de agarosa.
Ahora bien, mediante cepas ATCC se verificd la integridad de cada uno de los
primers y posterior a esto, se detecté cada uno de los patégenos en cada una las

muestras clinicas de manera correcta.

La PCR en tiempo real se utilizé para la deteccion de los patégenos que causan
ITS, por medio del sistema BD MAX, que utiliza una serie de reactivos liticos para
llevar acabo la lisis celular y la extraccién de ADN.(47) Este sistema al final de cada
ciclo de amplificacién, interpola automéaticamente los algoritmos de calculo para
obtener los resultados. Durante el estudio no se presentd ningun resultado invalido
o inhibicion de la PCR y los controles internos amplificaron adecuadamente, datos

gue coinciden con Pineda S. 2015.

Al analizar el estado de menopausia como un factor de riesgo relacionado con las
infecciones vaginales se obtuvieron diferencias estadisticamente significativas; la
mayor prevalencia se observo en el grupo de mujeres pre menopausicas, datos que
concuerdan con los de Gonzélez et al 2007, que obtuvieron una prevalencia de 60%,

similar al 53% de este trabajo.
Por otra parte, se aprecia que las mujeres post menopausicas son el grupo que

tiene frecuencias mas bajas de lactobacilos, lo cual concuerda con los resultados
de M. Brotman en el 2015, que debido al cese de la actividad hormonal y en
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consecuencia baja o nulas cantidades de estrogeno,(48) hallaron frecuencias mas

bajas de estos microorganismos.

En el caso de las mujeres pre menopausicas sin algun tipo de infeccion se obtuvo
una frecuencia mas grande, al analizar los geles de agarosa se pudo observar que
las bandas se encontraban muy marcadas, lo cual permite pensar en una vaginosis
citolitica. La vaginosis citolitica se produce por el sobre crecimiento de los
lactobacilos, lo que ocasiona un aumento del acido lactico que provoca citdlisis de
las células epiteliales; los sintomas se asemejan a los que se presentan en la

vaginitis candidiasica incluyendo leucorrea de aspecto grumoso.(49)

En el analisis de los factores de riesgo y las mujeres premenopausicas, al estudiar
los diferentes métodos de planificacion familiar, aunque no hubo diferencias
estadisticamente significativas para la VB, las prevalencias méas bajas se
presentaron en pacientes que refirieron el uso de preservativo, mientras que las mas
altas se presentaron en pacientes con dispositivo intrauterino. Con respecto al uso
de preservativo, el papel protector de este frente a infecciones de transmisién sexual
al evitar contacto esta bien documentado. Smart S et al 2010 y en este trabajo se

obtuvieron los mismos resultados.

10 Conclusiones

e Se logré detectar a Candida albicans, Gardnerella vaginalis, Mycoplasma
hominis, Ureaplasma urealyticum y Lactobacillus por PCR de punto final.

e Se logro detectar a Chlamydia trachomatis, Trichomonas vaginalis y
Neisseria gonorrhoeae por PCR en tiempo real.

e Latécnicade PCR demostrd ser lo suficientemente sensible y especifica para

la deteccion de todos microorganismos descritos en este trabajo.
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11 Perspectivas

Este trabajo da un panorama probable de la situacién epidemiolégica de nuestra
poblacién, asimismo proporciona evidencia de que existe diferencia en la microbiota
vaginal entre los grupos de mujeres con pre y postmenopausia, no obstante se
necesitan estudios futuros que recluten a un mayor numero de mujeres para
incrementar los hallazgos, de igual manera se proporciona un impulso para futuros
estudios longitudinales disefiados para controlar, modular y restaurar la
homeostasis de la microbiota vaginal, lo que proporcionaria pruebas mas solidas de
la relacion de estas dos variables y, en Ultima instancia, mejorar el tratamiento y la

prevencion de las infecciones vaginales en cada etapa de la mujer.
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