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RESUMEN

Pregunta de estudio: (Existe una rela-
cion entre la disbiosis de la microbiota
endometrial y los resultados desfavorables
en los tratamientos de reproduccion asisti-
da (TRA)?

Respuesta resumida: El 64% de las pa-
cientes con disbiosis endometrial y TRA
fallidos lograron resultados positivos en
nuevos intentos tras recibir tratamiento anti-
bidtico especifico y un régimen probiotico,
sugiriendo que corregir la microbiota endo-
metrial de manera personalizada podria ser
una estrategia efectiva para mejorar las ta-
sas de éxito en transferencias de embriones,
cuya seleccion es solo morfo-cinetica.

Lo que se sabe: Existe una relacion entre
la disbiosis del tracto reproductor, caracte-
rizada por la disminucién de lactobacilos
y crecimiento de bacterias patdogenas, con
diversas patologias. Durante el embarazo
una microbiota vaginal saludable se asocia
ala ausencia de diversidad bacteriana junto
con predominio de Lactobacillus spp. Sin
embargo, existe una escasez de informa-
cion respecto de la disbiosis endometrial y
el resultado de los TRA.

ABSTRACT

Study question: Isthere a relation ship be-
tween endometrial microbiota dysbiosis
and unfavorable outcomes in assisted re-
productive treatments (ART)?
SummaryAnswer: 64% ofpatients with
endometrial dysbiosis and failed ART
achieved positive outcomes in new at-
tempts after receiving specific antibiotic
treatment and a probiotic regimen, sug-
gesting that personalized correction of the
endometrial microbiota could be aneffec-
tive strategy to improve success rates.
What is known?: Thereis a relation ship
between reproductive tract dysbiosis,
characterized by reduced lactobacilliand
pathogenic bacterial growth, and several
pathologies. During pregnancy, a healthy
vaginal microbiota isassociated with low
bacterial diversity and a predominance of
Lactobacillusspp. However, there is lim-
ited information regarding the impact of
endometrial dysbiosis on ART outcomes.
Study design: Cross-sectional,observa-
tional study

Materials and Methods: Nineteen patients
from the HAVVA Center forGynecological
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Diseiio del estudio: Transversal, observa-
cional.

Materiales y Métodos: Se seleccionaron
19 pacientes del“Centro de Medicina Gine-
colégica y Fertilidad HAVVA” en Parana,
Entre Rios,con mas de dos intentos falli-
dos en TRA; durante el periodo de agos-
to de 2022 a abril de 2024. Se analizaron
los resultados de los estudios EMMA® y
ALICE® (Igenomix) para evaluar la salud
endometrial y la presencia de endometritis
cronica, respectivamente. Las pacientes
con resultados anormales recibieron trata-
miento antibidtico especifico y probidticos.
Se realizo segunda biopsia para constatar
respuesta al tratamiento. Se correlaciona-
ron estos resultados con la tasa de embara-
70 evolutivo en un nuevo ciclo deTRA.
Resultados: El 74% presentd resultados
patologicos en al menos un test. Luego de
la intervencion con antibidticos especificos
y probidticos para restaurar la microbiota,
el 43% de las pacientes tratadas logrd pos-
teriores transferencias exitosas, obteniendo
embarazos en curso o recién nacidos vivos.
Limitaciones del estudio: El reducido ta-
mafio de la muestra, la falta de considera-
cion de otros factores o aspectos de la sa-
lud reproductiva y el uso unico de los test
EMMA® y ALICE® como indicadores de
salud endometrial. Seleccion del embrion
solo por método de morfo-cinetica. No se
realizé biopsia embrionaria pre implanta-
toria (PGT-A).

Palabras clave: Disbiosis endometrial,
fertilizacion asistida, EMMA®, ALICE®,
probidticos, antibidticos.

Medicine and Fertility in Parana, Entre
Rios, with more than two failed ART at-
tempts, were selected between August
2022 and April 2024. The EMMA® and
ALICE®tests (Igenomix) were analyzed
to assess endometrial health and the pres-
ence of chronic endometritis, respectively.
Patients with abnormal results received
antibiotic and probiotic treatment. These
outcomes were then correlated with the
evolutionary pregnancy rate in a new ART
attempt.

Results: 74% of the patients showed
pathological results in at leastone test.
Following the intervention with specific
antibiotics and probiotics to restore the
microbiota, 43% of the treated patients
achieved subsequent successful embryo
transfers, resulting in ongoing pregnan-
cies or live births to date.

Study limitations: The small sample
size,the lack of consideration of other fac-
tors or aspects of reproductive health, and
the exclusive use ofthe EMMA® and AL-
ICE®tests as sole indicators of endome-
trial health. Embryo selection was based
solely on morphokinetic assessment. Pre-
implantation genetic testing for aneuploi-
dy (PGT-A) was not performed.

Keywords: Endometrial dysbiosis, assist-
ed reproduction treatments, EMMA®, AL-
ICE®, probiotics, antibiotics.
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INTRODUCCION

A pesar de los grandes avances logrados
en las tecnologias de reproduccion asistida
(TRA), las tasas de implantacion siguen
siendo bajasV). La implantacion requiere
una interaccion reciproca entre el blasto-
cisto y el endometrio, que esta sujeta a una
ventana de oportunidad muy especifica.
Este proceso esta influenciado por multi-
ples factores que van desde lo hormonal
hasta la integridad del tejido uterino pasan-
do por multiples factores intermedios®.

En este aspecto, se observo que la mi-
crobiota influye significativamente en la
inmunidad tanto sistémica como local del
tracto reproductivo®®. Los humanos han
evolucionado junto a una amplia variedad
de microbios. El Proyecto Microbioma
Humano reveld que aproximadamente el
9% del microbioma humano total se en-
cuentra en el tracto reproductivo feme-
nino®. Histéricamente, se creia que los
microorganismos solo habitaban la parte
inferior del tracto reproductivo, con el
cuello uterino actuando como una barrera
que mantenia la cavidad uterina estéril. Sin
embargo, estudios recientes han demostra-
do que la microbiota varia gradualmente
desde la vagina hasta los ovarios®. A su
vez, estudios recientes han demostrado la
presencia de microbiota de baja biomasa
en el utero, sugiriendo que el concepto de
un utero estéril debe ser revisado”.

Los cambios en la composicion normal
de la microbiota, ya sea por un desequi-
librio o deterioro, pueden tener graves
consecuencias para la salud. Se ha encon-
trado una asociacion entre la alteracion de
la microbiota y diversas patologias, como
el sindrome de ovario poliquistico (SOP),
la enfermedad inflamatoria intestinal, la
endometriosis,psoriasis, la artritis, las
enfermedades neuropsiquiatricas e incluso
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el cancer®.

Especificamente se vio que la disbiosis
en el tracto reproductivo, caracterizada
por la disminucion de lactobacilos y el
crecimiento excesivo de bacterias patoge-
nas como Gardnerella, Prevotella y Bacte-
roides, entre otros puede dafiar la barrera
epitelial y mucosa, incrementando el ries-
go , enfermedad inflamatoria pélvica, en-
dometritis e infertilidad®. Por otro lado, la
presencia de estos patogenos colonizando
el Utero actiian como estimulantes conti-
nuos del sistema inmune local favorecien-
do un estado de inflamaciéon crénica de
bajo grado lo cual podria generar un mi-
croambiente no propicio para la implanta-
cion embrionaria®.

Investigaciones previas mostraron que
la predominancia de Lactobacillus spp.
(>90%) se asocia con una microbiota va-
ginal saludable, mientras que los desequi-
librios se asocian a distintas patologias!'?.
Asimismo, durante el inicio de un embara-
zo evolutivo, se ha observado una ausen-
cia de diversidad bacteriana y una mayor
abundancia de Lactobacillus'V. Mejorar
la comprension de estos factores y deter-
minar su peso en la infertilidad es crucial
para aumentar las tasas de éxito en los
TRA.

En base a la evidencia, se plantea la
hipotesis de que la presencia de una dis-
biosis endometrial en mujeres sometidas
a TRA podria estar afectando negativa-
mente los resultados reproductivos. Por
lo tanto, el objetivo de este trabajo es eva-
luar, en nuestro centro, la relacion entre la
salud endometrial, determinada mediante
los test EMMA® y ALICE®, y las fallas
en los TRA, para investigar si la disbiosis
endometrial podria contribuir a la infertili-
dad y cémo su correccion podria mejorar
los resultados de los TRA.
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MATERIALES Y METODOS

Diseiio del estudio: Experimental

Pacientes: Se incluyeronl9 pacientes
de entre 30 a 48 afios de edad con mas de
dos intentos fallidos en tratamientos de
reproduccion asistida (TRA) en la Centro
de Medicina Ginecologica y Fertilidad,
HAVVA en Parana ,Entre Rios, durante el
periodo de agosto de 2022 a abril de 2024.

Recoleccion de datos: Se realizé una
revision de historias clinicas e informes de
las pacientes. Se incluyeron aquellas mu-
jeres que luego de presentar al menos dos
TRA fallidos, aceptaron ser sometidas a
una biopsia de endometrio para evaluar la
salud endometrial y demostrar la presencia
de endometritis cronica mediante los test
EMMA® y ALICE® respectivamente.

El test Endometrial MicrobiomeMetage-
nomicAnalysis (EMMA®; Igenomix) es
una herramienta molecular utilizada para
determinar si el ambiente microbiano ute-
rino es optimo en relacion con el entorno
descrito como favorable para el embarazo
segun la literatura cientifica. Este método
molecular se basa en la deteccion y me-
dicion de la cantidad de ADN bacteriano
presente en la muestra endometrial, de-
terminando si el endometrio presenta una
flora bacteriana fisiologica, con un predo-
minio >90% de Lactobacillus spp.

El test AnalysisofInfectiousChronic En-
dometritis (ALICE®, Igenomix) es una
herramienta de microbiologia molecular
que se utiliza para diagnosticar la endome-
tritis cronica (EC), al detectar la presencia
de ADN de los patogenos bacterianos mas
comunmente asociados a esta patologia.

La tecnologia utilizada para estos pro-
positos esta basada en extraccion de ADN
seguida de la amplificacién y secuencia-
cion especifica del gen que codifica para
la subunidad 16S del RNA ribosomal en
bacterias, lo que permite la asignacion
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taxonomica y cuantificacion relativa de
cada bacteria presente en la muestra.

Las pacientes que fueron sometidas a
biopsia endometrial, firmaron consenti-
miento para dicho procedimiento.

Toma de biopsia de endometrio: Con
la paciente en posicion ginecologica, se
realiza asepsia de vagina y cuello uterino
con gasa estéril y solucion fisiologica para
eliminar moco o residuos. Posterior a la
colocacion del espéculo, se realiza la ob-
tencion de una muestra con una canula de
aspiracion endometrial. Una vez obtenida
la muestra, se conservé la misma, siguien-
do las normas del test hasta su retiro.

Analisis de los resultados: Se analizaron
los resultados de ambos test y se recopilo
la informacion respecto de la pauta tera-
péutica implementada en cada caso con el
fin de relacionarla con el resultado de pos-
teriores TRA.

RESULTADOS

Se estudiaron 19 pacientes, con una me-
diana en edad de 40 afios, el 74% (14/19)
presentaron resultados patologicos en al
menos uno de ambos test analizados.

En la Tabla 1 se muestran las caracteris-
ticas promedio mas relevantes de la pobla-
cion de estudio.

Respecto a los resultados del test
EMMAR®, las especies bacterianas poten-
cialmente patégenas no relacionadas con
la endometritis cronica y colonizacion
del tracto reproductivo mas comunmen-
te detectadas fueron Bifidobacteriumspp.
y  Gardnerellavaginalis, presentes en
el 93% de las biopsias, en tanto que, en
menor proporcion, se identificaron: Ato-
pobiumvaginae, Dialisterspp. y Prevote-
llaspp., Haemophilusducreyi, Aerococcus,
Gemella y/ o Parvimonas (Graficol, a).
En todos los casos, se presentd conco-
mitancia de al menos dos o mas especies
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Tabla 1. Caracteristicas clinicas y microbiologicas de las pacientes estudiadas (n=19)

Parametro

Edad (aiios) Mediana (maximo-minimo) 40 (35-44)
Resultados test EMMA®

Patologico % (n) 52,63% (10)

Ausencia de Lactobacillus spp % (n) 10,53% (2)
Resultados test ALICE®

Patolégico % (n) 26,32% (5)
Diagnéstico de endometriosis % (n) 47% (9)

bacterianas, alcanzando en algunos casos
la identificacion conjunta de hasta seis pa-
togenos diferentes.

Por otro lado, al analizar los resultados
del test ALICE® que evalua la presencia
de patdgenos del tracto reproductivo re-
lacionados con endometritis cronica, se
observo que las especies mas frecuente-
mente encontradas fueron Ureaplasmau-
realyticum y Streptococcus, presentes en
el 30% de los casos, mientras que Entero-
coccusfaecalis y Klebsiellapneumoniae se
identifico cada uno en el 20% de los casos
(Graficol, b). En este caso lo mas comin
fue la deteccion de un solo patdégeno co-
lonizante.

Cabe mencionar que, independiente-
mente de la presencia de ésta microbiota
patologica, la cantidad de ADN de Lac-
tobacillus spp. detectada en las distintas
muestras endometriales se encontraba
mayoritariamente dentro del rango de re-
ferencia.

Solo en 2 de los 19 casos analizados se
evidenciaron concentraciones de ADN de
Lactobacillus por debajo de los limites de
referencia en ausencia de otro patégeno
colonizante.

Por otro lado, debido al creciente interés
en la relacion entre la endometriosis y la
disbiosis intestinal que esta puede llegar
a producir, llamativamente se vio como
hallazgo de interés que 9 pacientes (47%)
tenian un diagnostico de endometriosis,
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pero solo 3 de ellas presentaron resultados
patologicos en el test de ALICE®.

En todos los casos en que se detectd
una disbiosis endometrial, se instauré un
tratamiento antibidtico en funcion de las
bacterias cuyo ADN fue detectado. Este
tratamiento tuvo una duracion general
de 7 dias, seguido del uso de probidticos
vaginales compuestos por Lactobacillus,
administrados segln el periodo y la dosis
establecida por el fabricante del test, con
el objetivo de colonizar el tracto reproduc-
tivo.

Luego del tratamiento, se esperd un
tiempo prudencial y se aconsejo volver a
analizar una nueva biopsia para confirmar
el restablecimiento de la microbiota endo-
metrial. De las 19 pacientes, 14 realizaron
segunda biopsia para corroborar respuesta
a tratamiento médico.

En aquellos casos en los que la segun-
da biopsia mostr6 una flora dominada por
Lactobacillus y sin presencia de bacterias
patdgenas, se inicid6 un nuevo ciclo de
transferencia embrionaria. Todas las trans-
ferencias fueron post desvitrificacion y
con embriones sin PGT-a.

Preparacion endometrial: 17 beta estra-
diol 2mg (Ronfase), 3 comprimidos por
dias durante 8 a 10 dias. Ecografia para
valorar endometrio; si era mayor a 7 mmy
trilaminar se solicitaba dosaje de proges-
terona rapida. El valor de corte utilizado
fue 1.15 ng/ml. Si el valor estaba debajo

5



Asociacion entre microbiota endometrial y falla en tratamientos de fertilidad asistida: experiencia de nuestro centro.

de 1.15ng/ml. si iniciaba progesterona va-
ginal micronizada de 200mg, 1 capsula
cada 8 hs.

El dia de la transferencia se realizaba
nuevo dosaje de progesterona rapida. Si el
valor era menor a 9,5ng/ml se suplemen-
taba con progesterona subcutanea 1 x dia
hasta test de embarazo.

De las 14 pacientes que presentaban una
disbiosis endometrial y recibieron trata-
miento antibidtico seguido de probidticos
cuya segunda biopsia dio normal, el 43%
(6/14) lograron tener éxito en posteriores
transferencias, obteniendo a la fecha em-
barazos en curso o recién nacidos vivos
con embriones sin seleccion génica (sin
PGT-A).

DISCUSION

En los ultimos afios, la microbiota en-
dometrial ha emergido como un factor de
importancia en la salud reproductiva y el
éxito de los tratamientos de fertilizacion
asistida®'?. Varios estudios han demostra-
do que un desequilibrio en la microbiota
del tracto reproductivo, conocido como
disbiosis, puede influir negativamente en
la implantacion embrionaria y en el de-
sarrollo del embarazo*-'>. Moreno y col.
analizaron la composicion de la microbio-
ta endometrial en una cohorte de 342 pa-
cientes infértiles de tres continentes, y sus
resultados sugieren que la composicion
microbiana en el momento de la concep-
cion esta asociada con los resultados re-
productivos®.

Se sabe que, durante una gestacion, la
microbiota vaginal suele estar dominada
por especies de Lactobacillus, las cuales
juegan un papel fundamental en la pro-
teccion del tracto reproductivo median-
te la produccion de acido lactico y otros
compuestos que generan un ambiente
poco propicio para la reproduccion de
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patogenos''?. Sin embargo, existe una
escasez de informacion respecto al impac-
to de la disbiosis endometrial en los resul-
tados de los tratamientos de fertilizacion
asistida.

Los resultados del presente estudio
subrayan la importancia de abordar la
disbiosis endometrial la cual puede estar
asociada a otras patologias, para mejorar
las tasas de éxito en los procedimientos de
fertilizacion asistida.

El 64% de las pacientes que presentaban
disbiosis y recibieron tratamiento antibio-
tico seguido de un régimen de probioticos
con Lactobacillus lograron embarazos cli-
nicos, lo que destaca la eficacia de esta in-
tervencion. Este hallazgo es significativo
ya que sugiere que la intervencion dirigida
a corregir la disbiosis endometrial puede
tener un impacto positivo en la fertilidad.
De estas pacientes, el 46% alcanz6 emba-
razos a término.

La observacion de que la disbiosis en-
dometrial esta relacionada con la disminu-
cion de lactobacilos y el crecimiento exce-
sivo de bacterias patdgenas es consistente
con la literatura existente!'®2%. Esta dis-
biosis puede crear un entorno endometrial
menos favorable para la implantacion y el
desarrollo embrionario. La intervencion
para restaurar una microbiota saludable,
predominantemente de Lactobacillus spp.,
parece ser crucial para mejorar los resul-
tados de fertilizacion asistida®'*?, Por
otra parte, el analisis de los perfiles bac-
terianos de nuestras pacientes reveld que
Bifidobacteriumspp. yGardnerellavagina-
lis fueron las especies mas cominmente
detectadas, lo que sugiere que estas bac-
terias podrian tener un rol importante en
la infertilidad femenina. Estos resultados
coinciden con los observados por Moreno
y col. donde el analisis de la microbiota de
mujeres infértiles revel6 un predominio de
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colonizacion endometrial por los mismos
géneros, asociandose significativamente
con resultados reproductivos negativos!®,

El tratamiento de la disbiosis endome-
trial con antibidticos seguido de la admi-
nistracion de probidticos pareceria ser una
estrategia prometedora. Estudios recientes
han reportado mejoras significativas en las
tasas de implantacion y embarazo clinico
en mujeres que recibieron esta combina-
cion terapéutica® 2%, Por otro lado, la
endometriosis, ha mostrado tener una po-
sible relacion con disrupciones en la mi-
crobiota intestinal y vaginal, lo que podria
influir en la metabolizacion de estrogenos
y afectar la fertilidad femenina®s-2".

Los resultados del test de ALICE®
mostraron que Ureaplasmaurealyticum y
Streptococcus fueron los patdégenos mas
frecuentemente encontrados en relacion
con la endometritis cronica. Estos patoge-
nos podrian estar contribuyendo a la infla-
macion cronica del endometrio, posible-
mente afectando negativamente las tasas
de éxito de TRA.

La evaluacion de la composicion de la
microbiota endometrial antes de la trans-
ferencia embrionaria podria ser propuesta
como un biomarcador util para predecir
los resultados reproductivos. La identifi-
cacion de perfiles bacterianos especificos
permitiria personalizar los tratamientos,
aumentando las tasas de éxito de los TRA.
En particular, la implementacion de rutina
de los test EMMA® y ALICE®, utilizados
para evaluar la salud de la microbiota endo-
metrial pareceria ser una buena estrategia
para hacer frente a prevenir falla de implan-
tacion en relacion con la alteracion de la
microbiota endometrial para ganar tiempo
y poder realizar transferencias mas certeras.

Este estudio tiene algunas limitacio-
nes, incluyendo el reducido tamafio de
la muestra y la falta de consideracion de
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otros factores de salud reproductiva que
podrian influir en los resultados de los
TRA. Ademas, se utilizaron Unicamente
los test EMMA® y ALICE® como indi-
cadores de la salud endometrial, lo que
podria no capturar toda la complejidad de
la microbiota endometrial. Futuros estu-
dios con tamafios de muestra mayores y
disefios controlados son necesarios para
confirmar estos resultados y explorar su
aplicabilidad a una poblacion mas amplia.
Si es de mencionar que se realiz6é segunda
biopsia, para certificar respuesta al trata-
miento, lo que indica que la intervencion
fue favorable. Es importante investigar
mas a fondo el impacto de diferentes perfi-
les bacterianos patdgenos en la fertilidad y
desarrollar protocolos de tratamiento mas
personalizados para mejorar las tasas de
éxito de TRA.

CONCLUSION

Los resultados del presente trabajo des-
tacan la influencia e importancia del es-
tudio de la microbiota endometrial en la
reproduccion asistida y la fertilidad feme-
nina en general. En la era de la medicina
de precision, una mejor comprension del
papel de la microbiota en la reproduccion
abre la posibilidad de desarrollar nuevas
estrategias para prevenir o tratar la infer-
tilidad. Tratar la disbiosis endometrial con
una combinacion de antibidticos y probio-
ticos puede mejorar significativamente las
tasas de éxito en tratamientos de fertiliza-
cion asistida. La integracion de la evalua-
cion microbiologica en la practica clinica
puede ofrecer nuevas oportunidades para
personalizar los tratamientos y mejorar los
resultados reproductivos. Estas estrategias
pueden incluir ademas, la modificacion de
la dieta materna, la suplementacién con
probioticos y el uso de terapias personali-
zadas basadas en el perfil microbiologico
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individual. Sin embargo, se necesita mas
investigacion para entender como la mi-
crobiota influye en la salud reproductiva
y en la epigenética de cada mujer que es
sometida a TRA y cuales son los mecanis-
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