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ELEMENTI COSTITUENTI L' ECOSISTEMA VAGINALE

AMBIENTE
VAGINALE




Local C— Microbial




REVIEW

Virulence 5:3, 413—-423; April 1, 2014; @ 2014 Landes Bioscience

The role of metagenomics in understanding the
human microbiome in health and disease

EXTERNAL ENVIRONMENT

(Geo-localization, season, lifestyle, diseases...)
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OTHERS: lung, skin, INTERNAL
etc ... ENVIRONMENT

- ﬁ (Nutrition, age,

diseases...)

Martin R et al, 2014




EPITELI DI RIVESTIMENTO DELLA NICCHIA VAGINALE
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EPITELIO CILINDRICO
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EPITELIO SQUAMOSO EPITELIO SQUAMOSO
TROFICO —ATROFICO
In condizioni fisiologiche I'epitelio squamoso rives te quasi per intero le pareti vaginali,

I'epitelio cilindrico e presente limitatamente all’ area prospiciente l'orifizio uterino esterno




In caso di ectopia o ectropion la [>
nicchia vaginale risulta rivestita
anche da epitelio cilindrico iIn
corrispondenza della  cervice

uterina

EPITELI DI RIVESTIMENTO DELLA NICCHIA VAGINALE

q Quando Ila giunzione squamo-
cilindrica coincide con [orifizio
uterino esterno anatomico la
nicchia vaginale risulta rivestita
quasi esclusivamente da epitelio

Squamaoso




COMPONENTE TISSUTALE

Epitelio squamoso di rivestimento

®

®

®

®

Strato superficiale ‘

Strato intermedio
Strato parabasale

Strato basale
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Barriera chimica
(ac.lattico)

Sottomucosa
Leucociti = IgG, IgA, cellule T
Immunita umorale
CeIIu_I(? e cellulomediata
mobili Macrofagi Enzimi
—
Mastzellen proteolitici
Cellule ( Fibroblasti —» Fibrille
permanenti |

Reticolari  —» | amina basale

Ve

Fibrile tiPo collagene

Elastiche = Pareti capillari

Sostanza _ _ _
fondamentale — materiale anisto proteico

) 4

Risposta
Immunitaria




DIFESE IMMUNITARIE

Immunita umorale

“: Immunita cellulare

e

E’ 'immunita cellulare piuttosto TH1
che gquella umorale a giocare un
ruolo critico nel contesto dei
meccanismi difensivi vaginali
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MICROBIOTA
VAGINALE
Insieme dei microrganismi
che popolano Ila vagina
In equilibrio dinamico tra

loro e con I'ambiente
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MICROBIOTA VAGINALE
Microrganismi isolabili dalla vagina di donne sane

AEROBI ANAEROBI
Streptococchi A (piogeni) Cocchi gram -positivi .
Streptococchi B (agalactiae) Peptococchi .
Streptococchi D (faecalis) Peptostreptococchi

Stafilococchi epidermidis

. 107 — 10s
Lattobacill CFU /g di fluido vaginale
Anaerobi / Aerobi 2-5/1

Gardanerelia vaginalls
Klebsiella pneumoniae
Enterobacter Spp
Proteus Spp
Pseudomonas Spp

Bacteroides
Prevotella
Mobiluncus

Altri microrganismi

Micoplasmi Urogenitali, Candida spp.




MICROBIOTA VAGINALE

LATTOBACILLI

Gruppo eterogeneo di Dbatteri
gram-positivi,aerobi  facoltativi,
di varie dimensioni, di forma
bastoncellare

Antiche denominazioni:
Bacillus vaginae
Bacillus Doderlein (1892)

Lactobacillus acidophilus complex (1928)
Lactobacillus spp. (1980 )
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* Gruppo eterogeneo caratterizzato dalla scarsita di lattobacilli e da una maggiore

proporzione di batteri anaerobi o facoltativi ( Prevotella, Aopobium, Gardnerella, Dialister
Megasphaera, Peptoniphilus, Sneathia, Eggerthella, Aerococcus, Finegoldia, Mobiluncus..)
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CST IV-A: Peptoniphilus, Anaerococcus, Corynebacterium, Finegoldia, Prevotella e poche altre specie.
CST IV-B: Prevalenza del genere Atopobium + L.iners + Prevotella, Sneathia, Gardnerella, Parvimonas,
Mobiluncus e altre batteri associati a VB.




Cervicovaginal Microbiota and Reproductive Health: The Virtue of Simplicity

Anahtar MN. et al, Cell Host & Microbe 2018 Review
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MICROBIOTA VAGINALE

Il paradigma che la donna sana sia sempre
colonizzata da un alto numero di lattobacilli
e stato messo in discussione

Il concetto di “normalita e difficile da definire

La presenza di lattobacilli e un  indubbio
marker di ambiente vaginale in  buona salute

La diagnosi di VB deve essere rivista




MICROBIOTA VAGINALE
Ruolo protettivo dei lattobacilli

Esclusione del
patogeni per
competizione

Inibizione
della crescita
dei patogeni




RUOLO PROTETTIVO DEI LATTOBACILLI
Inibizione dell’adesione dei patogeni alla mucosav  aginale

Competizione nel fenomeno di aderenza alle cellule epiteli ali vaginali
‘ | lattobacilli si legano in modo specifico e aspecifico alle cellule epiteliali
Impedendo ai microrganismi patogeni di trovare liberi i sit | di legame e

quindi di aderire alla mucosa vaginale

Lattobacilli

Legami specifici Legami aspecifici
con recettori epitelial (es. forze elettrostatiche)

Cellule
epiteliali




RUOLO PROTETTIVO DEI LATTOBACILLI
Inibizione della crescita dei patogeni

| lattobacilli sintetizzano sostanze attive
contro I'insorgenza delle infezioni microbiche

Lattobacilli
Acido lattico H202 Batteriocine Immunomodulazione?
Effeptthoti)r?isbseon o Effetto battericida Proprieta Produzione di
su alcuni ceppi antibiotiche citochine

su alcuni ceppi




Stato ormonale e influenza sul Ph

Estrogeni

!

Proliferazione e maturazione epiteliale
Disponibilita di glicogeno

Sfaldamento
cellulare Progesterone
Glicogeno libero Citolisi Flora batterica
l ) -amilasi Enzimi cellulari
Monosaccaridi
L ) @ Lattobacill

Acido Lattico

}
Ph < 4,5




Variazioni dell’ecosistema vaginale
In relazione al ciclo ormonale

Striscio vaginale in fase ovulatoria

Durante il ciclo ormonale la maggiore stabilita delle comun ita microbiche correla
con la piu alta concentrazione estrogenica

La natura dinamica del microbiota si osserva in particolare In corrispondenza della
mestruazione con variazioni considerevoli da donna a donna
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Higher abundance of Lactobacillus spp.
in pregnant women than in non-pregnant
women

Higher stability of the vaginal microbiota
of pregnant women than that of non-
pregnant women

Diversity community group (IV-B) rarely
observed in pregnant women delivered at
term

During normal pregnancy, bacterial
communities do shift from one CST
dominated by Lactobacillus spp. to
another CST dominated by Lactobacillus
spp. but rarely to CST IV
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A.L. Muhleisen, M.M. Herbst-Kralovetz - Maturitas 2016

-




- Commistione di trasudato del plasma, di muco
FLUOR VAGINALE cervicale e di liquido endometriale

- Esprime nei suoi componenti i processi biologici
e biochimici che caratterizzano I'habitat vaginale

- Varia da soggetto a soggetto e in relazione alla
fase del ciclo e allo stato ormonale

Acqua (> 90%)

Sali, Urea, Acido lattico, Acido acetico,
Carboidrati, Aloumina, Acidi grassi...

Granulociti, linfociti, monociti
Immunoglobuline

Cellule di sfaldamento
Muco cervicale

Secreto delle ghiandole di Bartolino e Skene

=B5C 652 B,=&5:2- (,:5:2-1,6:2::




MUCO CERVICALE

Fattore aspecifico di protezione

Azione lubrificante
In grado di escludere meccanicamente patogeni o antigeni

Composto di acqua, sali, urea, carboidrati, mucina, albumina,
acidi grassi, anticorpi, lisozima...

Ricco di carboidrati, capaci di interferire sulle ligasi batteriche allo
strato cellulare

Ricco di sostanze di difesa (anticorpi,lattoferrina,lisozima, ecc...)

Il muco cervicale e soggetto ad influenze ormonali (eta, ciclo ovarico, gravidanza), imput
genetico (espressione di geni MUC 1, 4, 5a, 5b, 6 ), influenze farmacologiche (E/P)




FATTORI

- attivita sessuale

- Ph (eiaculato, orgasmo® )

INFLUENZANTI / DESTABILIZZANTI LECOSISTEM A VAGINALE

- ipoestrogenismi Rapporti | Microtraumatismi Abitudini * Rapporti ano-genitali
Eta e atrofia, pr0|asso sessuali ‘ Patogeni esogeni sessuali ° Rapporti oro-genitali
- traumatismi 'Frequenza » Uso di spermicidi
(corpi estranei, pessari)
Contraccettivi (?) Antibiotici Diabete
ravidanz : : L .
Gravidanza * Azione meccanica - Riduzione lattobacilli e Lo
 Irritanti chimici ione i - Disponibilita
* Azione iImmunosoppressiva glucosio

« Carico ormonale
 Deficit immunitario

Dieta . .
¢— Iperglicemia
—> Stress ossidativo
Influenza  Radicali liberi
sul microbiota Infiammazione
intestinale
/ - -
*» Modo di lavarsi
Abitudini | = Abuso di lavande vaginali
igieniche | < Deodoranti
» Assorbenti
e Salvaslip

* Influenza ormonale

Immunodepressione

» Congenita 0 acquisita
« Corticosteroidi, stress
* Denutrizione, tabagismo
- Stati patologici debilitanti

_ - temperatura
Indumenti - umidita

sintetici - Ipersensibilita,
allergia

~

* Flora intestinale perturbata

Variabilita individuale

* suscettibilita alle infezioni

scapacita di attivare un’adeguata
risposta infammatoria




ROTTURA DELL'EQUILIBRIO DEL MICROBIOTA VAGINALE
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DISBIOSI / INFEZIONE

SINTOMI E SEGNI




SINTOMI

Prurito

|

Percezione di leucorrea anormale

Bruclore

Micetl

—

Dispareunia

|

Trichomonas
Micetl
Batteri

Chlamydia
Gonorrea
Micoplasmi

Disuria

Nessun
sintomo

| l

Vaginosi B.

Chlamydia
Gonorrea
Micoplasmi




SEGNI| Aspetto delle mucose

CERVICE Eritematosa ——— Miceti, Trichomonas, Batteri, Endocerviciti

Risposta inflammatori assente —, Vaginosi Batterica

Eritematosa Miceti, Trichomonas, Batteri

VAGINA  Risposta infiamm. assente Vaginosi Batterica

Endocerviti

Eritematosa, edematosa —— Miceti

Eritematosa — Trichomonas
VULVA

Risposta inflamm. assente — Vaginosi Batterica
Endocerviti
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SEGNI

Caratterizzazione
dell’essudato

Bianco, compatto disomogeneo, inodore ‘ MICETI

Bianco-grigiastro, fluido, omogeneo, talvolta VAGINOSI

schiumoso BATTERICA
(ANAEROBI)

Bianco-grigiastro o  giallastro,
schiumoso 0 omogeneo

Bianco-grigiastro o  giallastro,
aspecifico

Bianco pastoso, finemente granulare

Aspecifico, scarso, mucoide

Muco-purulento, mucoide

fluido,
‘ TRICHOMONAS

V. (ANAEROBI)

fluido, ‘ VAGINITE AEROBICA
(COLIFORMI NON
ACIDOFILI)

VAGINOSI CITOLITICA
(LATTOBACILLI)

‘ MICOPLASMI

UROGENITALI

‘ CHLAMYDIA T.
N.GONORRHOEAE




ESAME BATTERIOLOGICO

Prelievo di essudato cervicale, vaginale o vulvare
volto all'identificazione/isolamento di microrganismi
potenzialmente patogeni mediante :

allestimento di preparati per microscopia
a fresco o dopo colorazione

semina in coltura
iIndagini iImmunoenzimatiche
iIndagini molecolari




ESAME MICROSCOPICO
Test elettivo quando si
sospetta un'infezione vaginale

ldentificazione su base morfologica di microrganismi
presenti nel campione di essudato in esame

Rilievo di eventuali alterazioni correlabili all’'infezione
a carico della componente cellulare epiteliale

Valutazione della reazione inflammatoria (leucociti)

A fresco o previa colorazione




Esame microscopico a fresco

Prelievo dal fornice posteriore

Deposizione su vetrino “portaoggetti”

Diluizione con 1-2 gocce di soluzione
fisiologica

Apposizione di vetrino “coprioggetti”

Osservazione con microscopio ottico,
preferibilmente in contrasto di fase




Esame microscopico previa colorazione *

Prelievo dal fornice posteriore
Deposizione su vetrino “portaoggetti”
Essiccazione o fissazione

Colorazione ( Gram, Giemsa, Papanicolau)

Osservazione con microscopio
ottico (obiettivo ad immersione)

* Utilizzabile in alternativa alla microscopia a fres  co




DIAGNOSI DI VAGINOSI BATTERICA

/ NUGENT SCORE \
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Diagnosi clinica
Criteri di Amsel *

Essudato omogeneo aderente alle pareti
vaginali, talvolta schiumoso

Ph>4.5

Fish odor test ® positivo

Clue cells* ( 2 x campo) allesame microscopico

a fresco
* la presenza di 3 dei 4 criteri di Amsel depone per V. B

* sensibilita 90%, specificita 98%



















-

Esame Colturale

Test elettivo quando si sospetti un'infezione endocervicale

Test di secondo livello in caso di vulvovaginiti
- forme ricorrenti o resistenti alla terapia
- negativita degli esami microscopici in presenza di sintomi

Prelievo sterile dalla sede di infezione

Semina in terreni di coltura selettivi
(Sabouraud e Nickerson per Candida; McCoy per Chlamydia; Thayer Martin
per Neisseria; Agar sangue per Gardenella; Diamond's per Trichomonas, ecc.)

Valutazione della sensibilita in vitro ai chemioterapici
(Antibiogramma, antimicogramma)




LIMITI DELL'ESAME COLTURALE COME PRIMO LIVELLO
PER LA DIAGNOSI DI VULVOVAGINITE

Valore Predittivo Positivo < 50%

Difficolta a stabilire un ruolo patologico per ogni
microrganismo identificato (forme batteriche, micosi)

Alcuni  microrganismi come Gardnerella V sono
abitualmente presenti in vagina e reperibili in donne
sane In percentuali variabili dal 14 al 70%

Nelle indagini routinarie non vengono testati gl
anaerobl
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PH VAGINALE

Valutazione effettuata mediante apposite cartine tornas ole
a livello del terzo medio della parete laterale del |a vagina

Range di normalita
3.3-45

Flora lattobacillare 3.3 -
Candida 4.0 -
Vaginosi batterica
Trichomonas V.

Micoplasmi U.G.
Chlamydia T.
Neisseria G.

4.0
4.5




Aggiunta di qualche goccia
di KOH al 10% al secreto
vaginale raccolto su vetrino

Positivo se si sviluppa
Immediatamente un tipico
odore di pesce marcio

Indicativo (ma non specifico) di
Vaginosi Batterica




. &Y%+
l%(l

7"A

Leucorrea anormale
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VvV

Come?

Sede dell'infezione

Endocervice (Chlamydia, Neisseria, Micoplasmi, etc...) se non disponibili
indagini molecolari(rt-PCR) per cui basta il campione urinario o vaginale

Dispositivo sterile
Pipetta o spatola (vagina, vulva) ® preparati a fresco o colorati
Tampone (endocervice, vagina) ® coltura/indagini molecolari

Campione rappresentativo

Conservazione e trasporto (vedi istruzioni laboratorio)

_ _ Essicazione all’aria (GIEMSA)
Esame microscopico Fissazione alla fiamma (GRAM)

(colorato) Alcol etilico (Papanicolau)
Coltura Indicazioni Lab
Molecolare

Richiesta specifica e circostanziata




Quando?

} In presenza di sintomi soggettivi e/o obiettivi

prurito, bruciore, dispareunia, disuria
leucorrea, xantorrea, mucopus

> In assenza di sintomi In casl selezionati
Esempi:

gravide (36-372 sett.) ® prevenzione sepsi neonatale
precoce da Streptococco B

storia di poliabortivita
controlli dopo terapia (IST)




Quando?

Fase intermestruale o comunque in assenza di sangue*

Prima dell’esame bimanuale

Almeno 72 ore dopo l'uso di lavande o di qualsiasi altra
medicazione vaginale

A debita distanza da un rapporto sessuale*

* La presenza di sangue o sperma puo inficiare 'esame batteriologico e/o alterare il ph




Quando?

. Osservazione Visualizzazione Caratterizzazione
ANamnes| = — —

genitali esterni  cervice/vagina essudato
., Osservazione . Determingzione __. Fish odor test
delle mucose Ph vaginale
¥
r )

Esame microscopico

Esame colturale/molecolare
\_ )

4

Trattamento
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