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Resumen (espafiol)

Varios estudios han sugerido que la microbiota endometrial humana esta relacionada con el éxito de la implantacion
embrionaria. La presencia de una microbiota no dominada por lactobacilos se ha asociado con una disminucién significativa
en tasas de implantacidon, de embarazo, de embarazo evolutivo y de recién nacido en casa. El objetivo fue aporta
informacion sobre el posible beneficio de la microbiota endometrial dominada por lactobacilos en mujer con fallos
implantatorios tras fertilizacidn in vitro y establecer una estrategia efectiva de tratamiento para el endometrio disbidtico.
Se presenta el caso de una mujer de 37 afios diagnosticada de una esterilidad de origen desconocido con el antecedente de
dos fallos implantatorios tras fertilizacion in vitro-inyeccidn intracitoplasmatica de espermatozoides. La paciente fue
diagnosticada mediante biopsia y cultivo endometriales de endometritis crénica por Streptococcus spp. Tras haber sido
tratada con antibidticos orales y, finalmente, con terapia adyuvante con probidticos orales, que contenian varias especies
de lactobacilos, logré restablecer una microbiota endometrial normal consiguiendo una gestacidn en el siguiente ciclo de
fertilizacidn in vitro-inyeccidn intracitoplasmatica de espermatozides y manteniendo los probidticos orales durante toda la
gestacion. Se concluye que puede ser importante la evaluacién de la receptividad endometrial no sélo en la morfologia y
niveles moleculares, sino también desde el punto de vista microbioldgico en pacientes infértiles con fallos implantatorios.
La recuperacion de la microbiota no dominada por lactobacilos podria beneficiar la implantacién embrionaria.

Palabras clave (espafiol)
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Abstract (english)

Antecedents: Several studies have suggested that human endometrial microbiota is related to the success of embryonic
implantation. The presence of a microbiota not dominated by lactobacilli has been associated with a significant decrease in
implantation, pregnancy, evolutionary pregnancy, and home newborn rates. Objective: To provide information on the
possible benefit of lactobacilli-dominated endometrial microbiota in a female with implantation failures after in vitro
fertilization and to establish an effective treatment strategy for dysbiotic endometrium. Case description: We present the
case of a 37-year-old female diagnosed with a sterility of unknown origin with the history of implantation failures after two
intracytoplasmic sperm injection-in vitro fertilization cycles. The patient was diagnosed with a chronic endometritis by
Streptococcus spp by a biopsy and an endometrial culture. After having been treated with oral antibiotics and, finally, with
an adjuvant therapy with oral probiotics, which contained several species of lactobacilli, she was able to restore the normal
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endometrial microbiota. She achieved a gestation in the next intracytoplasmic sperm injection-in vitro fertilization cycle,
keeping the oral probiotics during the whole pregnancy. Conclusions: The evaluation of endometrial receptivity may be
important not only in morphology and molecular levels, but also from the microbiological point of view in infertile patients
with implantation failures. The recovery of a microbiota not dominated by lactobacilli could benefit embryonic

implantation.

Keywords (english)
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Introduccion

La microbiota vaginal fue identificada por
primera vez en 2002 por Burton y col (1) y se define
como normal por la presencia de bacterias del género
Lactobacillus. La microbiota vaginal tipicamente
cambia a lo largo del ciclo menstrual, por el estado
menopausico y segln factores como la higiene vaginal,
la actividad sexual y la composicién de la ropa interior.
Ademas, la microbiota vaginal ha demostrado ser
diferente en mujeres embarazadas y no embarazadas
en términos de estabilidad y composicién (2),
demostrando que la microbiota vaginal podria tener
implicaciones en la reproduccidn (3).

Los lactobacilos en general dominan la vagina
de mujeres sanas, y presumiblemente juegan un papel
clave en la prevencion de la vaginosis bacteriana
disminuyendo el pH ambiental a través de la
produccion de 4cido lactico (3). Los estudios de la
microbiota vaginal han demostrado que la presencia
de lactobacilos se asocia con un aumento de las tasas
de embarazo (4,5). Ademds, los lactobacilos
administrados en forma de probidticos por via oral o
vaginal pueden colonizar con seguridad el ecosistema
vaginal y desplazar a las bacterias patdgenas,
modulando asi la respuesta inmunitaria e interferir con
la cascada inflamatoria que conduce al fracaso de
implantacion (6).

La cavidad uterina habia sido considerada
estéril hasta recientes estudios que utilizan Ia
secuenciacion del gen 16S rRNA revelando Ia
existencia de una microbiota endometrial
representada por lactobacilos y otras bacterias (7-9).

En pacientes sometidas a fertilizacion in vitro,
el efecto de la colonizacién vaginal o cervical con
bacterias en los resultados de embarazo aldn es
controvertido. Algunos estudios informaron acerca de
un efecto favorable de los lactobacilos (4,5) y de un
efecto perjudicial con otras bacterias (4,10), mientras
gue en otros estudios la presencia de lactobacilos no
mostré ningun efecto (11,12) en las tasas de gestacién
por fertilizacién in vitro como asi indica el metaanalisis

Avan Biomed. 2020; 9(1): 30-6.

de van Oostrum vy col (13). El efecto deletéreo de la
colonizacién cervicovaginal con bacterias puede
explicarse por la presencia de una infeccion
concomitante intrauterina (14), aunque estudios
posteriores revelan que la microbiota vaginal no refleja
con precisidn la microbiota endometrial (7).

Enterobacteriaceae spp., Streptococcus spp.,
Staphylococcus spp., Escherichia coli, y bacterias gram
negativas se han asociado con menores tasas de
implantacién y resultados obstétricos desfavorables
(4,5,15,16). Varios estudios han sugerido que la
microbiota endometrial humana esta relacionada con
el éxito de la implantacidn embrionaria (17). Moreno y
col (17) definieron el estado bacteriano endometrial
como microbiota dominada por lactobacilos (>90% de
Lactobacillus spp) o microbiota no dominada por
lactobacilos (<90% de Lactobacillus spp con >10% de
otras bacterias). La presencia de microbiota no
dominada por lactobacilos se asocid con una
disminucidn significativa en tasas de implantacién, de
embarazo, de embarazo evolutivo y de recién nacido
en casa (17).

En el estudio de Kyono y col (18) |la
concentracion de lactobacilos en pacientes sometidas
a fertilizacién in vitro fue significativamente mas baja
que la de pacientes sin fertilizacion in vitro y
voluntarias sanas (18). La microbiota dominada por
lactobacilos humana podria beneficiar la implantacidn
embrionaria (18).

En qué medida las microbiotas endometriales
humanas estan involucradas en el fracaso de la
implantacién aun no esta clara, y la estrategia de
tratamiento para el endometrio disbidtico todavia no
estd establecida.

Caso Clinico

Anamnesis. Mujer de 37 afios diagnosticada
de esterilidad primaria de origen desconocido.

Antecedentes personales y familiares. La
paciente no tiene ningun antecedente familiar de
interés. En cuanto a sus antecedentes personales
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destacan: ansiedad, hipotiroidismo, colon irritable,
gastritis aguda y cronica, deficiencia de vitamina D,
delgadez (indice de masa corporal 17 kg/m2),
intolerancia a lactosa y vaginosis de repeticion por
Streptococcus spp. No alergias medicamentosas.

Tratamiento habitual: Lorazepam 1 mg/8h
oral, levotiroxina 75 pg/dia oral, ranitidina 150 mg/dia
oral, colecalciferol 25000 Ul 2 veces/semana oral,
acido acetilsalicilico 100 mg/dia oral, complejo
vitaminico con vitamina D 10 ug, acido fdlico 400 pg y
mioinositol 4 g 1 sobre/dia oral.

Diagnéstico. La pareja esta diagnosticada de
esterilidad primaria de origen desconocido de 3 afios
de evolucién. Se sometié a 3 intentos de inseminacidn
artificial conyugal sin éxito. A continuacién se realizo
un intento de fertilizacion in vitro con inyeccién
intracitoplasmatica de espermatozoides en ciclo
natural con transferencia de 1 blastocisto en fresco de
5 dias sin éxito. Tras este fallo de implantacion se
completo el estudio afiadiendo un test de receptividad
endometrial, revelando un desplazamiento de Ia
ventana de implantacién hacia las 131 horas. Se realizé
un segundo intento de fertilizacidn in vitro con
inyeccién intracitoplasmatica de espermatozoides con
1 blastocisto desvitrificado en dia 6 que resultd
también en fallo implantatorio. En consecuencia, se
decidié ampliar el estudio de la pareja solicitando una
técnica de hibridacion fluorescente in situ  de
espermatozoides (5 cromosomas) que resultd sin
aneuploidias, un estudio inmunolégico de antigenos
leucocitarios humanos con resultado KIR AA (HLA
distinto de C2) y una histeroscopia diagndstica con
hallazgo de endometrio grueso, en fresa, con
punteado blanquecino, muy friable, edematoso vy
presencia de micropdlipos (<1mm) sugerente de
endometritis  crénica; dicho diagndstico fue
confirmado en biopsia endometrial por la presencia de
células plasmaticas (CD138+) y un cultivo endometrial
y andlisis microbiolégico mediante secuenciacion con
resultado de microbiota endometrial no dominada por
lactobacilos, con aislamiento de Streptococcus spp.

Tratamiento y evolucion. La paciente fue
tratada con varias pautas de antibioterapia oral sin
gue recuperase la microbiota endometrial. Finalmente
se realizd un tratamiento con probidticos orales:
complejo alimenticio que contenia la cepa 35624
clasificada como Bifidobacterium longum subsp.
infantis para el tratamiento del sindrome de intestino
irritable y un complejo vitaminico con Lactobacillus
rhamnosus 1x109 unidades formadoras de colonias y
Lactobacillus reuteri 1x109 unidades formadoras de
colonias como coadyuvantes del tratamiento
antibidtico con amoxicilina 1g/dia vo durante 7 dias. Al
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mes del uso de los probidticos se realizé una segunda
histeroscopia que resulté sin hallazgos patoldgicos y el
analisis  microbioldogico resultd en microbiota
dominada por lactobacilos. En un siguiente ciclo
sustituido se transfiri6 un blastocisto en dia 6
obteniéndose un embarazo evolutivo con recién
nacido en casa. Se le recomendd continuar con los
probidticos orales durante toda la gestacién y no
presentd ninguna complicacidon obstétrica ni recidiva
de vaginosis bacteriana durante el embarazo y mejord
de su cuadro de colon irritable.

Discusion

Una enfermedad inflamatoria pélvica en el
momento critico de la implantacién en un ciclo de
fertilizacién in vitro puede afectar adversamente la
posibilidad de embarazo (19). Las bacterias
desencadenan la  activacion, proliferacion y
diferenciacion de linfocitos y la produccién de
anticuerpos especificos y citoquinas. Las citoquinas
juegan un papel directo en la implantacion y en el
desarrollo embrionario precoz (20,21), su exceso en
esta etapa puede interferir en el delicado equilibrio
entre el sistema inmune y reproductivo que resulta en
fracasos reproductivos (22).

Salim y col (5) concluyeron que la incapacidad
para concebir en fertilizacion in vitro se asocia
significativamente con la colonizacién bacteriana
cervical, pero no indicaron la influencia del tipo y
numero de colonias de la bacteria. Por el contrario,
Fanchin y col (23) hallaron un predominio significativo
de E. coli (68%) entre los -cultivos positivos,
encontrando una asociacidn entre la flora microbiana
cervical y el fallo implantatorio en la fertilizacion in
vitro.

En relacion a la microbiota endometrial,
existen estudios pilotos para establecer una estrategia
de recuperacion de una microbiota dominada por
lactobacilos y el estudio de Kyono y col (18) fue el
primero que informd acerca de las estrategias de
tratamiento para el endometrio disbidtico en mujeres
infértiles en Japdn (18) sugiriendo ademas que el
parto, ya sea por parto vaginal o por cesarea, puede
interferir con la microbiota endometrial materna.
Informaron sobre factores que pueden interferir con la
microbiota endometrial como procedimientos de
fertilizacién in vitro o antecedentes de pacientes con
fertilizacién in vitro, periodo de infertilidad, factor
seminal, exposicion  frecuente a examenes
ginecoldgicos transvaginales, cateterizacién uterina,
como inseminacion intrauterina o
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histerosalpingografia, puncién folicular, transferencia
de embriones, administracion frecuente de
antibidticos, fluctuacion hormonal debida a |la
estimulacion ovarica controlada, etc. (18). En este caso
clinico la paciente tenia un periodo de esterilidad de 3
anos, se habia sometido a multiples examenes
vaginales, varios regimenes de antibioterapia por
vaginosis bacteriana de repeticion por Streptococcus,
3 inseminaciones artificiales, 1 puncién folicular, 2
transferencias embrionarias y 2 biopsias
endometriales.

En el estudio de Kyono y col (18), la
microbiota dominada por lactobacilos fue favorable en
términos de resultados del embarazo pero éste no fue
tan significativo como en el estudio de Moreno y col
(17) en mujeres sometidas a fertilizacién in vitro. Las
razones pueden ser el corto periodo de seguimiento y
las diferencias étnicas. Moreno y col (17) informaron
que el resultado del embarazo podria ser predicho por
la abundancia relativa de lactobacilos en el
endometrio, y <90% de lactobacilos en el endometrio
tuvieron un efecto adverso en el embarazo. En el
estudio de Kyono y col (18), las pacientes clasificadas
como con microbiota no dominada por lactobacilos
pero con >80% de lactobacilos en el endometrio
mostraron buenos resultados en el embarazo; Asi, el
porcentaje de lactobacilos endometriales >80% podria
ser suficiente para la implantacion de embriones.
Ademas, incluso si estaba clasificada como microbiota
no dominada por lactobacilos y en el endometrio
dominaba Bifidobacterium también podria ser un
ambiente aceptable para la implantacién. Una
limitacién de este estudio fueron las diferencias entre
los grupos microbiota dominada por lactobacilos y
microbiota no dominada por lactobacilos.

Moreno y col (17) hallaron que el efecto
adverso de la microbiota no dominada por lactobacilos
en el embarazo fue mas evidente en las mujeres que
presentaban como dominante Gardnerella 'y
Estreptococos. Bacterias de las que se informa que son
responsables de endometritis crénica (EC), como
Enterococcus, Enterobacteriaceae, Streptococcus,
Staphylococcus, Gardnerella, Mycoplasma,
Ureaplasma, Chlamydia y Neisseria (17) pueden tener
efectos adversos en la implantacion, pero el
mecanismo mediante el cual las bacterias patdgenas
afectan al embrién y a la implantaciéon adn no estd
claro. Actualmente, la EC se diagnostica mediante
histeroscopia, histologia con inmunohistoquimica
positiva para el marcador de plasmocitos CD138 vy
cultivo microbiano, solos o en combinacion.
Recientemente, un informe demostré que un método
de analisis molecular microbioldgico utilizando
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secuenciacion puede ser una herramienta de
diagndstico mas rapida y mejor para la determinacion
de EC en comparacién con los otros tres métodos
diagndsticos, con un alto grado de concordancia con
los mismos (24). Sin embargo, los criterios diagndsticos
de EC aun no se han establecido (25). En este caso
clinico la paciente se diagnosticdé de EC por biopsia
endometrial histeroscépica con CD138+ y cultivo
endometrial hallando como dominante el
Streptococcus.

Para el tratamiento de la EC, se han
investigado varios tipos de antibidticos eficaces (26)
aunque existe el riesgo de alterar la microbiota
endometrial con el uso acumulativo de antibidticos. Si
la EC es realmente causada por bacterias especificas
no Llactobacillus, el tratamiento seria con
antibioterapia dirigida junto con la administracion de
probidticos (18) al igual que en las vaginosis bacteriana
(27,28). El tiempo necesario para que una microbiota
no dominada por lactobacilos se convierta en
microbiota dominada por lactobacilos puede depender
de los tipos y porcentajes de bacterias no Lactobacillus
y de su susceptibilidad a los antibidticos. Existe la
posibilidad de que no sea necesario erradicar cada
bacteria no Lactobacillus del endometrio porque
pueden ser simplemente residentes y no patdgenas
del endometrio (29). En los estudios de Otsuki y col
(28, 30), los lactobacilos gradualmente se volvieron
dominantes después de la administracion del
prebidtico lactoferrina durante un mes. En el estudio
de Kyono y col (18), los lactobacilos parecian ser
dominantes en el endometrio 1-3 meses desde el inicio
de lactoferrina y alrededor de un mes desde el inicio
de probidticos en combinacidn con los antibidticos. En
cualquier caso, la duracion del tratamiento con
probidticos es un tema aun por dilucidar. En los
estudios de Otsuki y col (28, 30), el uso de lactoferrina
se prolongd durante todo el embarazo hasta el parto,
sin efectos adversos en ninguna de las madres o
neonatos. En el presente caso clinico se emplearon
como coadyuvantes de la antibioterapia probidticos
orales que contenian la cepa 35624 clasificada como
Bifidobacterium longum subsp. infantis, Lactobacillus
rhamnosus y Lactobacillus reuteri y la microbiota
endometrial se volvi6 dominada por lactobacilos en 1
mes obteniéndose la implantacion en la siguiente
transferencia embrionaria sin objetivar complicaciones
obstétricas derivadas del uso prolongado de
probidticos durante toda la gestacion.

El mecanismo por el cual las bacterias afectan
la implantacion embrionaria y las pautas de
tratamiento antibidtico y duracién quedan por
establecer. Los antibidticos seguidos de prebidticos
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y/o probidticos son efectivos en la restauracion de la
microbiota no dominada por lactobacilos. Se necesitan
mas estudios para establecer regimenes para el
tratamiento de la microbiota no dominada por
lactobacilos ya que la transferencia de embriones
euploides en una ventana personal de implantacidn
(31) bajo una microbiota dominada por lactobacilos
podria aumentar las tasas de implantacion.

Conclusion

La microbiota endometrial existe y es
independiente de la regulacion hormonal. La
existencia de una microbiota no dominada por
lactobacilos en el endometrio se correlaciona con un
impacto negativo en las tasas de implantacidn tras
fertilizacién in vitro. Si bien los resultados presentados
en este caso clinico no pueden demostrar
necesariamente el beneficio claro de establecer una
microbiota dominada por lactobacilos en términos del

resultado del embarazo, puede ser importante la
evaluacion de la receptividad endometrial no sélo en la
morfologia y niveles moleculares, sino también desde
el punto de vista microbiolégico en pacientes infértiles
con fallo implantatorio ya que la recuperacion de la
microbiota dominada por lactobacilos podria
beneficiar la implantaciéon embrionaria.
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