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Resumen

El cancer cervicouterino (CaCu) es una proliferacion de células malignas a nivel del Gtero que
representa un problema de salud publica en México, siendo la segunda causa de mortalidad en
féminas.

El CaCu requiere de distintos factores para su desarrollo, como la presencia del genotipo de
alto riesgo del virus del papiloma humano (hrVPH), que debido a sus oncoproteinas E6 y E7,
promueve la proliferacion de células malignas, generando estadios de neoplasia intraepitelial
cervical (CIN) antes de establecerse el cancer cervicouterino.

La microbiota cervicovaginal cumple con un papel importante para la persistencia del VPH. La
disbiosis cervicovaginal, caracterizada por la disminucion de Lactobacillus y un aumento de
bacterias anaerobias como Gardnerella vaginalis, Atopobium vaginae, Sneathia spp Yy
Fusobacterium spp, puede formar un ambiente ideal para la infeccidn por patdégenos, como el
VPH. Existen estudios que relacionan la dishiosis cervicovaginal con la persistencia del virus
del papiloma humano, pero la evidencia actual entre la asociacion de las bacterias anaerobias
mencionadas anteriormente con los genotipos de alto riesgo es escasa.

Objetivo: Determinar la asociacion entre los genotipos del virus del papiloma humano con
bacterias anaerobias vinculadas al desarrollo de neoplasia cervical en mujeres mexicanas cony
sin cancer cervicouterino.

Meétodo: Se incluyeron 60 muestras de ADN metagendmico obtenido a partir de exudados
cervicovaginales de mujeres con cancer cervicouterino adscritas al Instituto Nacional de
Cancerologia (INCan) y sus acompafiantes sin la enfermedad. Las muestras se dividieron en
dos grupos: muestras de mujeres con diagnostico positivo de CaCu (n=30) y muestras de
mujeres con diagndstico negativo de CaCu (n=30). Se analizdé la calidad, pureza y
concentracion del ADN. Posteriormente se detectaron los genotipos de VPH mediante PCR
multiplex anidada. La deteccion de Gardnerella vaginalis, Atopobium vaginae, Sneathia spp y
Fusobacterium spp se realizd con cebadores especificos por PCR. El analisis estadistico se hizo
con X? y Prueba exacta de Fisher para la comparacion de variables categoricas, y regresion
logistica para la asociacion entre las variables.

Resultados: Se encontro que los genotipos 16 y 18 en combinacion fueron los mas frecuentes
en el grupo de estudio, mientras que en el grupo control, solo el 13.33% presentd alguno de
ellos. Atopobium vaginae estuvo en mayor frecuencia en el grupo control, mientras que la
presencia de Gardnerella vaginalis, Sneathia spp y Fusobacterium spp fue mayor en el grupo

de estudio. Se detectaron diferencias significativas entre las 4 bacterias anaerobias y los
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genotipos 16 y 18, pero solo se asocio a Sneathia spp y Fusobacterium spp con la presencia de
estos tipos virales.

Conclusion: Existe un predominio de los tipos virales de mayor riesgo del VPH en nuestra
poblacion, por lo que es importante la deteccidén oportuna con pruebas de cribado. La deteccidn
de las 4 bacterias anaerobias de estudio en las muestras nos permitié conocer algunos de los
componentes de la microbiota saludable y durante un proceso neoplésico, sin embargo, la
asociacion de Sneathia spp y Fusobacterium spp con los genotipos 16 y 18 nos indico la posible
participacion de ambas en la adquisicion del virus del papiloma humano, por lo que se pueden

considerar como factores importantes en la infeccion por este virus.



Abstract

Cervical cancer (CaCu) is a proliferation of malignant cells at the level of the uterus that
represents a public health problem in Mexico, being the second cause of mortality in women.
CaCu requires different factors for its development, such as the presence of the high-risk
genotype of the human papillomavirus (hrHPV), which, due to its oncoproteins E6 and E7,
promotes the proliferation of malignant cells, generating stages of cervical intraepithelial
neoplasia (CIN) before cervical cancer is established.

The cervicovaginal microbiota plays an important role in HPV persistence. Cervicovaginal
dysbiosis, characterized by a decrease in Lactobacillus and an increase in anaerobic bacteria
such as Gardnerella vaginalis, Atopobium vaginae, Sneathia spp and Fusobacterium spp, can
form an ideal environment for infection by pathogens such as HPV. There are studies linking
cervicovaginal dysbiosis with human papillomavirus persistence, but current evidence between
the association of the above-mentioned strict anaerobic bacteria with high-risk genotypes is
scarce.

Objective: To determine the association between human papillomavirus genotypes with
anaerobic bacteria linked to the development of cervical neoplasia in Mexican women with and
without cervical cancer.

Methods: We included 60 metagenomic DNA samples obtained from cervicovaginal exudates
of women with cervical cancer assigned the Instituto Nacional de Cancerologia (INCan) and
their companions without the disease. The samples were divided into two groups: samples from
women with a positive diagnosis of CaCu (n=30) and samples from women with a negative
diagnosis of CaCu (n=30). DNA quality, purity and concentration were analyzed. Subsequently,
HPV genotypes were detected by nested multiplex PCR. Detection of Gardnerella vaginalis,
Atopobium vaginae, Sneathia spp and Fusobacterium spp was performed with specific primers
by PCR. Statistical analysis was performed with X? and Fisher's exact test for the comparison
of categorical variables, and logistic regression for the association between variables.

Results: It was found that genotypes 16 and 18 in combination were found to be the most
frequent in the study population, while in the control group, only 13.33% presented any of them.
Atopobium vaginae was more frequent in the control group, while the presence of Gardnerella
vaginalis, Sneathia spp and Fusobacterium spp was higher in the study group. Significant
differences were detected between the 4 anaerobic bacteria and genotypes 16 and 18, but only
Sneathia spp and Fusobacterium spp were associated with the presence of these viral types.
Conclusion: There is a predominance of the highest risk viral types of HPV in our population,
highlighting the importance of timely detection with screening tests. The detection of the 4
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anaerobic bacteria of study in the samples allowed us to know some of the components of the
healthy microbiota and during a neoplastic process, however, the association of Sneathia spp
and Fusobacterium spp with genotypes 16 and 18 indicate the possible participation of both in
the acquisition of the human papillomavirus, so they can be considered as important factors in

the infection by this virus.



1. Marco tedrico

1.1 Cancer cervicouterino

Se denomina “cancer” a aquellas enfermedades que presentan una proliferacion descontrolada
de células malignas que en algunos casos pueden migrar a distintos 6rganos por metastasis y
dar lugar a cuadros clinicos severos, desencadenando la muerte (1). Es considerada una de las
enfermedades con mayor letalidad a nivel mundial, presentando cifras de millones de casos y

miles de muertes por afio, incluso con prondsticos de aumento (1, 2).

El cancer cervicouterino (CaCu) es una enfermedad que invade la zona inferior del Utero y
causa lesiones (3), las cuales pueden ser detectadas por medios citoldgicos, como el
Papanicolaou, que es una de las pruebas de cribado mas comunes para su deteccion (4). Se
estratifica por estadios, del O al 4, considerando aspectos como su capacidad invasiva y el

tamano del tumor, siendo la fase 4 el cuadro mas severo (5).

Representa una de las principales causas de muerte en mujeres a nivel mundial. En México es
la segunda causa de defuncion en féminas (6). Se encuentra con mayor prevalencia dentro de
paises en vias de desarrollo, donde los métodos de prevencion y pruebas de cribado son
adecuados, pero no siempre se encuentran disponibles para toda la poblacién (7), resultando en
tasas de mortalidad y morbilidad altas. En 2020, de acuerdo con la Organizacién Mundial de la
Salud (OMS), el 3.1% del total de casos diagnosticados con cancer, fueron de CaCu, mientras
que, del total de fallecimientos por esta misma enfermedad, 3.3% correspondié a cancer

cervicouterino (8).

Para que la enfermedad se desarrolle, necesita de factores predisponentes como aspectos
relacionados a la vida sexual, edad, métodos anticonceptivos utilizados, habitos diarios como
el tabaquismo e incluso la dieta (9). Pero el elemento fundamental para el progreso de la misma
es la presencia del virus del papiloma humano (VPH). Este virus es causante de dicha
enfermedad en el 99.8% de los casos (7,10), incluso Hatta y cols. en 2021 proponen factores en
especifico para que el VPH pueda desarrollar dicha neoplasia, como la persistencia de la

infeccion, incidencia de agentes que favorezcan su presencia e inmunosupresion (11).

1.2 Virus del papiloma humano (VPH)
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El virus del papiloma humano (VPH) forma parte de la familia Papillomaviridae; ingresa a
través de pequefias heridas y genera lesiones en células basales del epitelio escamoso,
funcionando como “maquinaria” para la replicacion de este (12). Se transmite de forma sexual
y en el 90% de las mujeres que lo albergan, desaparece de manera espontanea. Cuando el VPH
persiste en el tracto cervicovaginal se ha encontrado al genotipo de alto riesgo (hrVPH) (13).
Actualmente existen 200 genotipos de este virus (9), siendo 13 de ellos los de tipo oncogénico:
16, 18, 31, 33, 35, 39, 45, 51, 52, 56, 58, 59 y 68 (14). Los genotipos 16 y 18 se encuentran en
el 70% de los casos de cancer cervicouterino, considerandose los principales causantes de dicha
neoplasia. Existen otros dos grupos de genotipos de mediano y bajo riesgo, en los que se

encuentran el 6 y 11, principales causantes de las verrugas (15).

Los genotipos de alto riesgo son oncogénicos debido a la presencia de las proteinas E6 y E7
que alteran distintos mecanismos del cuerpo, como el aumento de la actividad de la telomerasa
(8). Estudios geneticos indican que E6 impide la supresion tumoral de p53, inhibiendo la
apoptosis del virus. E7 por su parte, inhibe al supresor tumoral retinoblastoma, estimulando la
proliferacion del virus. Uno de los principales factores para el desarrollo hacia cancer es la
integracién del ADN (&cido desoxirribonucleico) viral con el genoma humano, estimulado por

los genotipos de alto riesgo (16, 17).

La infeccion por virus del papiloma humano es asintomatica al principio de su patogenia,
incluso hay un lapso de hasta 2 afios para que pueda ser eliminado de forma espontanea (ocurre
con frecuencia en genotipos de mediano a bajo riesgo). La persistencia del virus genera un
estadio conocido como neoplasia intraepitelial cervical (CIN), que también transcurre por fases
antes del desarrollo hacia cancer: CIN1, CIN2 y CIN3, siendo CIN3 el de alto grado (18).

Cada genotipo puede encontrarse en las distintas etapas de neoplasia, siendo los oncogénicos
los que causan las lesiones (19). Si el genotipo hallado es de alto riesgo, tarda 1 afio en generar
lesiones pre-neoplasicas (20); pero si este persiste, puede originar que la paciente sea
susceptible a infecciones por otros genotipos, incluso causar dafio constante hasta el estadio de
CIN3 durante un lapso de 30 afios (18, 21).

Estudios realizados en México también describen otros genotipos de alto riesgo en muestras de
mujeres con cancer cervicouterino, como los genotipos 51 y 58. Cierto porcentaje de las

pacientes han presentado una infeccion mdaltiple por estos genotipos. Los hallazgos publicados
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hasta el momento muestran la importancia de estudiar las infecciones por el virus y su capacidad
oncogenica, tomando en cuenta cada region geografica y no solo de manera globalizada (22,
23). Para que el VPH persista, se requiere de distintos factores, entre ellos se encuentra la

disbiosis de la microbiota cervicovaginal.

1.3 Microbiota cervicovaginal

Diversas regiones del cuerpo se encuentran habitadas por bacterias que forman parte de la
microbiota habitual; estos microorganismos, junto a elementos anatomicos e inmunolégicos,
componen una barrera que protege al ser humano de diversas infecciones, manteniendo un
equilibrio (24, 25).

La zona cervicovaginal no es la excepcion; su microbiota estd compuesta mayormente por
Lactobacillus. Los Lactobacillus son bacterias Gram positivas, formadoras de acido lactico y
peréxido de hidrogeno, que mantienen el pH vaginal acidificado. Existen ademas, bacterias
anaerobias predominantes que forman parte de este microbioma; su sinergia con los
Lactobacillus y la mucosa presente, crean un ambiente inapropiado para diversos patdégenos
(26). La presencia de Lactobacillus es primordial en la zona cervicovaginal. Yang y cols. en
2018 propusieron el uso de estos microorganismos para establecer vacunas que protejan a dicho

ecosistema de infecciones (27).

De acuerdo con Ravel y cols. (24), la microbiota no es universal, ya que existen factores, como
la etnia, que causan diferencias entre las comunidades de microorganismos de las mujeres,
incluso siendo sanas (28). La disbiosis cervicovaginal se origina por un desequilibrio entre los
Lactobacillus y las bacterias anaerobias presentes, disminuyendo la cantidad de Lactobacillus
y aumentando la del resto. De esta manera se crea un ambiente ideal para la colonizacién de
diversos patdgenos. Derivado de ello puede presentarse la vaginosis bacteriana (VB),
caracterizada por la predominancia de bacterias anaerobias, aumento en el pH, flujo vaginal
abundante y olor caracteristico (29). Este tipo de cambios estan causados por diversos factores
enddgenos (ciclo menstrual, edad, métodos anticonceptivos) que comprometen a las mujeres

ante factores externos (26).

En el estudio de Ravel y cols. en 2011 (24), la poblacién analizada fue clasificada en 5 grupos;
en 4 de ellos dominaba el género Lactobacillus, mientras que en uno predominaban bacterias

anaerobias. Entre las principales encontraron a Gardnerella vaginalis, Atopobium vaginae,
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Sneathia spp y Fusobacterium spp. Una caracteristica importante dentro de este grupo es que

prevalecié en mujeres hispanas.

Por su parte, Laniewski y cols. en 2018, encontraron que la presencia de estas bacterias en
mayor cantidad que los Lactobacillus, asi como su persistencia, esta asociada a la presencia del
virus del papiloma humano, generando los estadios de neoplasia intraepitelial cervical hasta
cancer (30). Algunos investigadores como Liang y cols. en 2019, propusieron la asociacion
entre la vaginosis bacteriana y las infecciones por dicho virus (25), incluso la diversidad
bacteriana ha sido mayor en los procesos neoplésicos de alto grado que en grupos de mujeres
control (31, 32). En México se tiene registro de la asociacion de bacterias anaerobias con los
estadios de neoplasia intraepitelial cervical y cancer, pero ninguno incluye a las cuatro bacterias
tomadas en este estudio: Gardnerella vaginalis, Atopobium vaginae, Sneathia spp y
Fusobacterium spp (23).

Estos datos muestran la importancia del equilibrio de la microbiota cervicovaginal, el
conocimiento de la disbiosis y su relacidn con los procesos neoplésicos. De esta forma puede
contribuir al establecimiento de investigaciones dirigidas a detectar biomarcadores y a prevenir
el desarrollo de la enfermedad con base en los factores propios del lugar de investigacion (33,
34).

1.4 Gardnerella vaginalis

Es una bacteria anaerobia Gram variable (35) que predomina en el area cervicovaginal (36).
Forma parte de la microbiota comensal (24) y es capaz de formar un biofilm que puede actuar
como factor de colonizacion para otras bacterias, como Atopobium vaginae. De esta manera,

llega a desplazar a los Lactobacillus, generando vaginosis bacteriana (37).

Ademas de pertenecer a la microbiota cervicovaginal comensal, es la bacteria con mayor
asociacion a vaginosis bacteriana (26), es por ello que su papel puede ser confuso, ya que esta
presente tanto en mujeres sanas como con infeccion (38). Debido a esto, se han realizado
estudios que identifican a Gardnerella vaginalis con base en su proporcién, presentandose
mayormente en las mujeres que cursan con vaginosis bacteriana (36), o por cepas, distinguiendo

aquellas que forman parte del microbioma comensal y las que causan patogenia (39).



12

El proceso de vaginosis bacteriana predispone a las mujeres para contraer infeccién
cervicovaginal, entre ellas la que genera el virus del papiloma humano. Gardnerella vaginalis
se ha identificado en mujeres sanas, con diagnostico positivo de VPH y en lesiones precursoras
neoplésicas (26). También se ha relacionado su presencia intermitente con el progreso hacia
una neoplasia intraepitelial cervical, mientras que una mayor proporcion de la misma ha sido
asociada a la eliminacion tardia del virus (40). Otros han considerado que Gardnerella vaginalis
no actla sola al inducir un proceso de vaginosis, sino que actda en sinergia con otras bacterias

presentes en el microbioma (41).

Janulaitiene y cols. en 2017 (38), proponen no descartar a Gardnerella vaginalis como agente
causal de vaginosis bacteriana, ya que, a pesar de formar parte de la microbiota cervicovaginal,
puede actuar con otras bacterias y asi generar procesos infecciosos dependiendo de los grupos

bacterianos que predominen.

1.5 Atopobium vaginae

Esta bacteria es Gram positiva, anaerobia estricta, que forma pares o cadenas (37). Es parte de
la microbiota cervicovaginal normal (24), pero también es una de las bacterias predominantes

en la vaginosis bacteriana junto con Gardnerella vaginalis (26).

Su presencia ha sido objeto de estudio de muchas investigaciones debido a su sinergia con
Gardnerella vaginalis. Esta demostrado que es una de las primeras bacterias que colonizan el
epitelio después de la formacién del biofilm por parte de Gardnerella vaginalis. Atopobium
vaginae no es capaz de hacerlo sin ella. Algunos investigadores han propuesto a Atopobium
vaginae como elemento importante para que Gardnerella vaginalis continle con sus
mecanismos de patogenia (42). El biofilm por ambas bacterias es propoésito de estudio ante la

resistencia a antibiéticos (43).

Al ser protagonista en la vaginosis bacteriana, se ha visto asociada a la infeccidn generada por
el virus del papiloma humano, neoplasia intraepitelial cervical y cancer cervicouterino, asi
como a una lenta remisién del virus cuando los Lactobacillus estan en bajas proporciones (44).
De igual forma se ha considerado un marcador importante para la persistencia del virus (45,
46). También esta presente en porcentajes altos de personas sanas, con el virus del papiloma
humano y lesiones pre-cancerosas (26, 32). Se ha sefialado como una bacteria que se encuentra

en los estadios de neoplasia intraepitelial cervical 2 y 3, hasta el desarrollo de cancer. Debido a
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ello, puede considerarse como un marcador importante para el desarrollo hacia neoplasia,
aunque otros la han considerado como bacteria prevalente en los estadios tempranos de lesiones

cancerosas (46).

1.6 Sneathia spp

Bacteria que forma parte del grupo de microorganismos Gram negativos, con morfologia tipica
de bacilo, anaerobia estricta. Se encuentra en la microbiota cervicovaginal habitual, pero en
recientes estudios ha sido asociada como marcador para predecir abortos prematuros (47).
Existen 2 especies que pueden actuar en esta situacion: Sneathia amnii y Sneathia sanguinegens
(24, 48). Con Gardnerella vaginalis y Atopobium vaginae forman parte de la vaginosis
bacteriana (37).

Por ser una bacteria que se encuentra de manera habitual en tracto cervicovaginal, se ha buscado
alguna asociacion con la infecciéon causada por el virus del papiloma humano. En algunos
estudios se le ha relacionado con la colonizacién posterior a la formacion del biofilm por parte
de Gardnerella vaginalis, siendo parte importante en su generacion (49). Otros estudios sefialan
que Sneathia spp es primordial para la presencia del virus del papiloma humano (30, 40, 50),
ya que puede haber una asociacion directa, indistintamente de los genotipos (46). De igual
forma, se le ha relacionado con estadios tempranos en la neoplasia intraepitelial cervical (32) y
ante una baja concentracion de Lactobacillus (51).

La importancia de esta bacteria es que, no solo se ha encontrado en pacientes con infeccion por
el virus del papiloma humano, sino que su presencia ha estado asociada mayormente a los
estadios de neoplasia intraepitelial cervical de alto grado (CIN3) y al cancer cervicouterino. Se
ha mencionado que su presencia es elevada en todos los estadios de neoplasia intraepitelial
cervical, considerandolo asi un marcador para dicho proceso (30, 40). Otros estudios han
encontrado una baja concentracion de la misma conforme aumenta el grado de la neoplasia
(52).

De igual forma se ha asociado su presencia con el cancer cervicouterino (53), considerandolo
asi un probable marcador que ayude a conocer si se puede llevar a cabo el desarrollo de la
neoplasia intraepitelial cervical hacia cancer (54). Otro hallazgo importante es que, a pesar de
la diversidad en la microbiota cervicovaginal, no se ha visto antagonismo ni potenciacion entre

ellos, si no que actdan de forma individual, estando en los estadios de CIN3 y cancer (55).
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1.7 Fusobacterium spp

Fusobacterium spp es un bacilo Gram negativo, anaerobio estricto (56). De acuerdo con Ravel
y cols. (24), forma parte de la microbiota cervicovaginal, aunque no predomind en los 5 grupos
de estudio del mismo. La importancia de este microorganismo radica en que es posible
encontrarlo asociado a distintos tipos de cancer (57). Su mayor asociacion es con el cancer
colorectal (11), pues se ha visto que puede intervenir para su desarrollo (58). Algunos autores

la han denominado como una “bacteria oncogénica” (59).

No existen muchos estudios que asocien a Fusobacterium spp con cancer cervicouterino, solo
se ha encontrado en conjunto con otras bacterias. Carrillo y cols. en 2021 la hallaron en
pacientes con diagndstico positivo para el virus del papiloma humano de alto riesgo (45). Otros
han asociado su presencia en estadios tardios de neoplasia intraepitelial cervical (CIN2 y CIN3)
(33), aunque la mayoria notifican que su presencia se encuentra asociada a los cuadros de cancer
cervicouterino (32, 44, 54).

La especie de Fusobacterium spp méas estudiada y relacionada con casos neoplasicos es
Fusobacterium nucleatum (33), que puede actuar de forma proporcional con el proceso
neoplasico, considerandolo asi un marcador de la enfermedad; por lo que, entre mas grave sea

el cuadro clinico, mayor proporcion de la bacteria habré (55, 60).

1.8 Métodos moleculares para genotipificacion, deteccion e identificacion de virus y

bacterias

Las pruebas usadas en el laboratorio clinico son importantes para dar un buen diagnostico, y
como cualquiera, tiene ciertas limitantes. Los métodos moleculares han cubierto dichas
limitantes debido a su alta sensibilidad y especificidad. Lo mas importante es que sus resultados

se basan en hallazgos contenidos en el genoma (61).

La Reaccién en Cadena de la Polimerasa (PCR) ha sido un método que desde su creacién ha
optimizado y ayudado al area clinica para tener mejores resultados. Su fundamento radica en la
amplificacion de un gen especifico, multiplicandolo y generando una gran cantidad de copias
de este, simulando asi lo que sucede en el proceso de replicacion del ADN in vivo (62). Es un
método que ha ayudado a distintas areas médicas y de investigacion, entre ellas la viroldgica y

bacteriana (63), como se muestra en la Tabla 1.
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Tabla 1. Deteccidn de virus y bacterias por la Reaccion en Cadena de la Polimerasa

Microorganismo o
Muestra Técnica empleada Fuente
detectado

Virus del papiloma humano ]
Semen . . PCR de punto final (64)
Chlamydia trachomatis

Echinococcus granulosus

Tejido y materia fecal ~ Echinococcus multilocularis PCR multiplex (65)

Echonococcus canadensis

Escherichia coli

Agua Salmonella sp PCR de punto final (66)
Vibrio cholerae
Muestras
nasofaringeas y de SARS-CoV-2 PCR en tiempo real (67)
garganta

La PCR tiene diversas ventajas, entre ellas el tiempo en el que se detecta algiin microorganismo,
tiene alta sensibilidad y es facil de realizar, por ello se propone como un método de diagnostico
(68). Con el paso de los afios se han creado versiones modificadas del método tomando en
cuenta aspectos ajenos al mismo, como los tipos de muestra que se analizarian, el manejo de
estas y la presencia en bajas concentraciones de los microorganismos a detectar (62, 69, 70).
La PCR multiplex es un ejemplo de dicha variante; se caracteriza por usar distintos cebadores

al mismo tiempo para la amplificacion de diversos genes (71).

El area oncoldgica, en especial la que trata el cancer cervicouterino, ha sido una de las mas
beneficiadas con este método, ya que la deteccion temprana del virus del papiloma humano,
incluso en proporciones menores, y su genotipificacion con cebadores especificos para cada
genotipo, ha contribuido para prevenir un desarrollo neoplasico (71, 72). De igual forma, el
area de bacteriologia ha podido optimizar sus tiempos para obtener resultados que antes se
tardaban en generar por los métodos clasicos; un ejemplo es la identificacion de ellas por medio
de la secuenciacién del gen 16SrRNA (73).

La importancia de este método es que tiene una base de deteccion genética, siendo mas precisa
y con resultados en un tiempo 6ptimo, por lo que podra detectar a los genotipos 16 y 18 y a las
bacterias asociadas a la presencia de dicho virus, incluso en bajas concentraciones o en

infecciones tempranas (63, 74).
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2. Planteamiento del Problema

El cancer cervicouterino (CaCu) es uno de los principales problemas de salud en paises en
desarrollo. Es el cuarto cancer méas comun en mujeres y la segunda causa de muerte en mujeres
por neoplasia a nivel mundial. Solo en México cada afio se registran 10000 casos y la mitad
fallecen. Dichos datos son indicadores de que, incluso con las pruebas de cribado establecidas
por la ONU vy las vacunas contra el virus, no ha sido suficiente para disminuir la morbilidad y
la mortalidad. El virus del papiloma humano (VPH) es su principal causante. Aunque
mayormente, desaparece de manera espontanea, existen casos donde persiste en el tracto
cervicovaginal. La persistencia genera lesiones neoplasicas y trasciende hasta cancer, siendo

los genotipos 16 y 18 la causa de la enfermedad en un 70%.

Se ha observado que la composicion de la microbiota cervicovaginal puede ser un factor
importante para la prevalencia del virus. La infeccion persistente por el VPH esta relacionada
con un desequilibrio debido a la reduccion de Lactobacillus, bacterias productoras de acido
lactico. Esta pérdida promueve la colonizacion por especies de bacterias anaerobias con un
aumento de la diversidad microbianay del riesgo de enfermedad cervicovaginal. La enfermedad
finalmente produce inflamacidn cervical y vaginosis bacteriana, contribuyendo en la progresién

de las infecciones por VPH a lesiones cervicales de alto grado.

Entre las principales bacterias anaerobias asociadas significativamente con el riesgo de
neoplasia intraepitelial cervical y cancer cervicouterino se encuentran Gardnerella vaginalis,
Atopobium vaginae, Sneathia spp. y Fusobacterium spp., sin embargo, aln se desconoce su
asociacion con los distintos genotipos de VPH. Por el momento no existen reportes acerca de
la posible relacion entre los genotipos de VPH y la presencia de las principales bacterias
anaerobias en mujeres mexicanas con cancer cervicouterino, por ello se propone la siguiente

pregunta de investigacion:

Pregunta de investigacion: ;Existe asociacion entre los genotipos del virus del papiloma
humano con bacterias anaerobias vinculadas al desarrollo de neoplasia cervical en mujeres

mexicanas con y sin cancer cervicouterino?
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3. Justificacion

El cancer cervicouterino (CaCu) es provocado en un 98.8% por el virus del papiloma humano
(VPH), donde el 70% de los casos se asocian a los genotipos de alto riesgo 16 y 18. Es
considerado un problema de salud publica, incluso hay investigaciones que denotan un aumento
considerable de los casos y muertes en un plazo de 5 afios. A raiz de ello, se han determinado
pruebas de cribado para la deteccion precoz de la neoplasia y la aplicacion de vacunas para la
prevencion de la infeccion por el VPH, pero los datos de mortalidad por céncer siguen siendo

altos a pesar de ello.

La infeccion por el VPH es una causa necesaria para el establecimiento del cancer
cervicouterino, pero no suficiente. Para el desarrollo del cancer, el microbioma cervicovaginal
es un factor importante para que promueva la persistencia del virus. Se ha visto una relacion
entre la neoplasia y el desequilibrio microbiano, dado principalmente por la disminucion de

Lactobacillus y el aumento de bacterias anaerobias.

En 2011, Ravel y cols. encontraron a un grupo de mujeres que presentaban una dominancia de
bacterias anaerobias en su ecosistema cervicovaginal, entre las cuales estaban Gardnerella
vaginalis, Atopobium vaginae, Sneathia spp. y Fusobacterium spp., especies actualmente
encontradas en mujeres con infeccion por VPH y estadios de CIN. Existen estudios que han
asociado algunas especies de bacterias anaerobias con la infeccion del virus del papiloma

humano, pero ninguno lo ha hecho con los genotipos en especifico.

La deteccion de los genotipos del VPH y la de estas bacterias en mujeres mexicanas con y sin
cancer cervicouterino resulta esencial para conocer si existe una asociacién entre la presencia
de algun tipo del VPH vy la de alguna bacteria en especifico, que finalmente promueva la
infeccion persistente por el virus y el posterior desarrollo del c&ncer cervicouterino. Este
analisis permitiria conocer la especie bacteriana anaerobia mas significativa en la infeccion por
VPH en el grupo poblacional blanco, lo que posteriormente ayudaria a realizar estudios que la
analicen como marcador microbiolégico de la infeccion por VPH. Finalmente se podria lograr

generar una opcién nueva para la deteccion oportuna de la patologia.

México es un pais en desarrollo que utiliza técnicas de cribado para la deteccion del VPH y

cancer cervicouterino poco vanguardistas, siendo una de ellas las citologias vaginales. Dicha
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técnica identifica la infeccion por el virus, pero desconoce si es de alto o bajo riesgo. Por otra
parte, tampoco resulta de utilidad para la deteccion de bacterias que puedan ser patégenas. Por
ello, los resultados de esta investigacion permitiran establecer métodos de deteccion de
genotipos y de bacterias anaerobias por medio de la Reaccion en Cadena de la Polimerasa
(PCR) que podrian utilizarse en un futuro como métodos de diagnostico.
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4. Hipotesis

Hi: Si existe asociacion entre los genotipos del virus del papiloma humano con bacterias
anaerobias vinculadas al desarrollo de neoplasia cervical en mujeres mexicanas cony sin cancer

cervicouterino.

Ho: No existe asociacion entre los genotipos del virus del papiloma humano con bacterias
anaerobias vinculadas al desarrollo de neoplasia cervical en mujeres mexicanas cony sin cancer

cervicouterino.
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5. Objetivos

General: Determinar la asociacion entre los genotipos del virus del papiloma humano con
bacterias anaerobias vinculadas al desarrollo de neoplasia cervical en mujeres mexicanas cony

sin cancer cervicouterino.

Especificos:
1. Detectar los genotipos del VPH presentes en muestras de ADN metagendmico de mujeres

mexicanas con y sin cancer cervicouterino.

2. Detectar la presencia de Gardnerella vaginalis, Atopobium vaginae, Sneathia spp. y
Fusobacterium spp. (bacterias anaerobias vinculadas al desarrollo de neoplasia cervical) en

muestras de ADN metagendmico de mujeres mexicanas con y sin cancer cervicouterino.

3. Confirmar por identificacion genética las especies de bacterias anaerobias vinculadas al
desarrollo de neoplasia cervical detectadas en muestras de ADN metagenémico de mujeres

mexicanas con y sin cancer cervicouterino.

4. Asociar los genotipos del VPH con las especies de bacterias anaerobias vinculadas al
desarrollo de neoplasia cervical encontradas en muestras de ADN metagenémico de mujeres

mexicanas con y sin cancer cervicouterino.
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6. Metodologia

6.1 Disefio de Estudio

Tipo de estudio: Cuantitativo, transversal, retrospectivo, descriptivo.

Universo: Muestras de ADN metagendémico de mujeres con y sin cancer cervicouterino del
Instituto Nacional de Cancerologia (INCan).

Método de muestreo: Muestreo no probabilistico, por conveniencia.

Tamario de muestra: 60 muestras de ADN metagenomico divididas en dos grupos:

Grupo 1: Muestras de ADN metagendmico con diagnostico positivo de CaCu (n=30).

Grupo 2: Muestras de ADN metagendmico con diagnostico negativo de CaCu (n=30).

6.2 Descripcion del origen de las muestras

Las muestras que fueron utilizadas para la presente investigacion se encuentran resguardadas
en el Laboratorio de Investigacion en Microbiologia Médica y Ambiental de la Facultad de
Medicina de la Universidad Auténoma del Estado de México. Las muestras se obtuvieron
previamente a partir de un estudio de cohorte de mujeres con cancer cervicouterino localmente
avanzado y mujeres sin la patologia, todas ellas adscritas al Instituto Nacional de Cancerologia
de México. La recoleccion de muestras se llevo a cabo de febrero del 2016 a febrero del 2018.
Las caracteristicas de las mujeres participantes, asi como el método para la toma de muestras
de exudado cervicovaginal y de la obtencién posterior de ADN metagenomico se describen en

estudios previos (75, 76).

6.3 Criterios de inclusion, exclusion y eliminacion
-Criterios inclusion
e Muestras de ADN metagenomico de mujeres con diagndstico positivo para cancer
cervicouterino provenientes del Instituto Nacional de Cancerologia.
e Muestras de ADN metagendémico de mujeres con diagnostico negativo para cancer

cervicouterino provenientes del Instituto Nacional de Cancerologia.

-Criterios exclusion
e Muestras de ADN metagendmico que no sean viables o no se encuentren en condiciones
apropiadas para su analisis, por ejemplo, baja concentracion de ADN metagenémico

(menor a 10 ng/pL), niveles no optimos de pureza (relacion 260/280 menor a 1.8 o
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superior a 2 en lectura de absorbancia) o ADN metagendmico degradado (analizado por
electroforesis).
e Muestras de ADN metagenomico que no tengan el volumen suficiente para su analisis

(menor a 20 pL).

-Criterios eliminacion
e Muestras de ADN metagendmico que no detecten los genotipos de VPH ni la presencia
de las bacterias anaerobias incluidas en el estudio.

6.4 Procedimientos

6.4.1 Anélisis de la concentracion, pureza y calidad del ADN

Para determinar la idoneidad de las muestras de ADN metagendmico que se utilizaron en el
estudio, se descongelaron a temperatura ambiente, posteriormente se determind su
concentracion por espectrofotometria en un espectrofotémetro de luz UV EPOCH (BioTek
Instruments, Inc, 1503278) a longitudes de onda de 260 a 280 nm. Subsiguientemente se
determind la integridad del material genético mediante electroforesis en gel de agarosa
(Agarosea, BIO BASIC, Cat: D0012) al 1% bajo las siguientes condiciones: 120V, 3000mA,
50W por 45 minutos, con un marcador de peso molecular de 1kb (GeneRuler 1 kb DNA Ladder,
Thermo Scientific, Cat: SM0313). El gel de agarosa se tifi6 con bromuro de etidio (Ethidium
bromide for molecular biology, SIGMA Life Science, Cat: 18096DJ) y se visualizé en un
fotodocumentador (Syngene model no GVM20, SYGV/4779). Para la determinacién del
volumen de ADN, los tubos en los que estaba contenido se centrifugaron a 1000 rpm durante 1
minuto y se determiné el volumen comparandolos con otros contenidos similares en distintos

tubos.

6.4.2 Conformacién de los grupos

Una vez determinadas las condiciones de las muestras de ADN metagendmico, se formaron los
dos grupos de acuerdo con lo establecido en los criterios de inclusion y exclusion, es decir, un
grupo conformado por 30 muestras de ADN metagendmico obtenido a partir de exudados
cervicovaginales de mujeres con cancer cervicouterino localmente avanzado, considerado
como grupo de estudio y un grupo conformado por 30 muestras de ADN metagenomico
obtenido a partir de muestras de exudado cervicovaginal de mujeres con diagndstico negativo

para cancer cervicouterino, que funge como grupo control.
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6.4.3. Deteccion del oncogen E6-E7 del virus del papiloma humano por PCR

Una vez elegidas las muestras de ADN metagendmico idoneas, se realizo la deteccion de los
genotipos del virus del papiloma humano. Para ello se amplificé en primer lugar el oncogen
viral E6-E7 mediante PCR con cebadores especificos bajo condiciones modificadas de las
establecidas por Sotlar y cols. (77). Para la amplificacion, se usé un termociclador (MaxyGene
I1, 1406139), Tag Polimerasa (MyTaq DNA Polymerase, meridian Bioscience, Cat: Bio-21105)
y buffer (5x MyTaq Reaction Buffer, Biosciencie, Lote: MTB-121312A). Las condiciones de
PCR que se utilizaron fueron: un ciclo de desnaturalizacion inicial a 94°C por 4 minutos,
seguido de 40 ciclos de desnaturalizacion a 94°C por 1 minuto, alineamiento a 40°C por 1
minuto, extension a 72°C por 2 minutos y extension final a 72° por 10 minutos. Las

caracteristicas de los cebadores se muestran en la Tabla 2.

Tabla 2. Caracteristicas de los cebadores especificos para la amplificacion del oncogen
E6/E7 del VPH

o Tamairio del
Oncogen Cebador Secuencia (5°-3") amplicon
(bp)
E6.E7 GPEG3F TTT GTT ACT GTG GTA GAT ACT AC 630
GPE75B/ GPE76B GAA AAA TAA ACT GTA AAT CATATT C

Tomado de Sotlar y cols., 2004 (77)

Los productos de amplificacién se visualizaron mediante electroforesis en gel de agarosa
(Agarosea, BIO BASIC, Cat: D0012) al 1% bajo las siguientes condiciones: 120V, 3000mA,
50W, con una duracion de 1 hora y 30 minutos. Se utilizaron 5 uL del producto de PCR y se
usé un marcador de peso molecular de 1 kb (GeneRuler 1 kb DNA Ladder, Thermo Scientific,
Cat: SM0313). El gel de agarosa se tifid con bromuro de etidio (Ethidium bromide for molecular
biology, SIGMA Life Science, Cat: 18096DJ) y se visualizé6 mediante un fotodocumentador
(Syngene model no GVM20, SYGV/4779). Se busco la presencia de una banda en la posicion

correspondiente a 630 pb.

6.4.4 Deteccion de los genotipos del virus del papiloma humano por PCR multiplex
Una vez amplificado el oncogen E6-E7, el producto de PCR obtenido se utiliz6 como molde
para la deteccion de los genotipos del VPH mediante una PCR multiplex anidada. Para este

procedimiento se amplificaron 4 cocteles o grupos de cebadores especificos para determinar los
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genotipos de bajo riesgo (6/11, 42, 43, 44) y alto riesgo (16, 18, 31, 33, 35, 39, 45, 51, 52, 56,

58, 66 y 68) como se muestra en la Tabla 3.

Tabla 3. Grupos de cebadores especificos que se utilizaran para la deteccion de los

genotipos de VPH

Coctel Gdin\t;g&o Cebador T:msﬂgéc:]el Secuencia
16 16F 457 CAC AGT TAT GCA CAG AGC TGC
16R CAT ATATTC ATG CAATGT AGG TGT A
18 18F 322 CACTTC ACT GCA AGA CAT AGA
1 18R GTTGTGAAATCGTCGTTTTTCA
31 31F 263 GAA ATT GCATGA ACT AAGCTCG
31R CACATATACCTTTGTTTGTCAA
45 45F 151 GTG GAA AAG TGC ATT ACA GG
45R ACC TCT GTG CGT TCC AAT GT
33 33F 308 ACT ATA CAC AAC ATT GAACTA
33R GTTTTT ACA CGT CAC AGT GCA
6/11 6/11F 334 TGC AAG AAT GCACTG ACC AC
6/11R TGCATGTTG TCC AGC AGT GT
2 c8 58F 74 GTA AAG TGT GCT TAC GAT TGC
58R GTT GTT ACA GGT TAC ACT TGT
59 52F 229 TAA GGC TGC AGT GTG TGC AG
52R CTAATAGTT ATT TCACTT AAT GGT
56 56F 181 GTGTGC AGAGTATGTTTATTG
56R TTT CTG TCACAA TGC AAT TGC
35 35F 358 CAA CGA GGT AGA AGAAAGCATC
35R CCG ACCTGTCCACCGTCCACCG
42 42F 977 CCCAAAGTAGTGGTCCCAGTTA
3 42R GAT CTT TCG TAG TGT CGC AGT G
43 43F 219 GCATAATGT CTG CACGTAGCT G
43R CAT GAA ACT GTA GAC AGG CCA AG
44 44F 163 TAA ACAGTT ATATGT AGT GTA CCG
44R TAT CAG CACGTC CAG AATTGAC
68 68F 333 GCA GAA GGC AAC TAC AAC GG
68R GTT TACTGG TCC AGC AGT GG
39 39F 280 GAC GAC CACTACAGC AAACC
4 39R TTATGAAATCTTCGTTTGCT
51 51F 293 GAG TAT AGA CGT TAT AGC AGG
51R TTT CGT TACGTT GTCGTG TACG
56 56F 172 TTC AGT GTATGG GGC AAC AT
56R AAA CAT GAC CCG GTC CATGC

Tomado de Sotlar y cols., 2004 (77)

Para la amplificacion, se utiliz6 un termociclador (MaxyGene 11, 1406139), Taqg Polimerasa

(MyTag DNA Polymerase, meridian Bioscience, Cat: Bio-21105) y buffer (5x MyTaqg Reaction

Buffer, Biosciencie, Lote: MTB-121312A). Las condiciones que se utilizaron para las PCR

multiplex de los cuatro grupos de cebadores especificos fueron: un ciclo de desnaturalizacion

inicial a 94°C por 4 minutos, seguido de 35 ciclos de desnaturalizacion a 94°C por 30 segundos,
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alineamiento a 56°C por 30 segundos, extension a 72°C por 45 segundos y extension final a
72° por 4 minutos. Posteriormente se realizo una electroforesis en gel de agarosa (Agarosea,
B1O BASIC, Cat: D0012) al 2% utilizando 10uL del producto de PCR y un marcador de peso
molecular de 100 pb (GeneRuler 100 bp DNA Ladder, Thermo Scientific, Cat: SM0243) bajo
las siguientes condiciones: 120V, 3000mA, 50W, con una duracion de 1 hora 'y 50 minutos. El
gel de agarosa fue tefiido con bromuro de etidio (Ethidium bromide for molecular biology,
SIGMA Life Science, Cat: 18096DJ) y se visualizé mediante un fotodocumentador (Syngene
model no GVM20, SYGV/4779).

6.4.5 Deteccion de bacterias anaerobias por PCR

La deteccion de las cuatro bacterias anaerobias objetivo de este estudio (Gardnerella vaginalis,
Atopobium vaginae, Sneathia spp y Fusobacterium spp) se realizé6 mediante PCR y cebadores
especificos. Las caracteristicas de los cebadores se detallan en la Tabla 4.

Tabla 4. Caracteristicas de los cebadores para la deteccion de bacterias anaerobias

. Tamario del
Bacteria Cebador amplicon (bp) Secuencia (5°-3")

Gardnerella vaginalis CTCTTGGAAACGGGTGGTAA
(78) Gard154-454 301 TTGCTCCCAATCAAAAGCGGT

Atopobium vaginae i GAGTAACACGTGGGCAACCT

(79) Atop109-329 221 CCGTGTCTCAGTCCCAATCT
Sneathia spp (80) Lepto-395F 959 CAATTCTGTGTGTGTGAAGAAG
PP Lepto-646R ACAGTTTTGTAGGCAAGCCTAT

Fusobacterium spp FUSO1 610 GAG AGA GCT TTG CGT CC
(56) FUSO2 TGG GCG CTG AGG TTC GAC

Herniques y cols., 2018 (78); Salinas y cols., 2007 (79); Friedricks y cols., 2019 (80); Nagano y cols. 2016 (56).

Para la amplificacion, se utiliz6 un termociclador (MaxyGene 1l, 1406139), Taq Polimerasa
(MyTaq DNA Polymerase, meridian Bioscience, Cat: Bio-21105) y buffer (5x MyTaq Reaction
Buffer, Biosciencie, Lote: MTB-121312A). Las condiciones que se utilizaron para la PCR

fueron las siguientes:

-Gardnerella vaginalis: Un ciclo de desnaturalizacion inicial a 94°C por 2 minutos, 40 ciclos
de desnaturalizacion a 94°C por 30 segundos, alineamiento a 62°C por 30 segundos, extension

a 72°C por 5 minutos y extension final a 72°C por 5 minutos.
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- Atopobium vaginae: Un ciclo de desnaturalizacion inicial a 94°C por 2 minutos, seguido de
40 ciclos de desnaturalizacion a 94°C por 30 segundos, alineamiento a 62°C por 30 segundos,

extension a 72°C por 1 minuto y extension final a 72°C por 5 minutos.

-Sneathia spp.: Un ciclo de desnaturalizacion inicial a 95°C por 10 minutos, seguido de 40
ciclos de desnaturalizacion a 95°C por 30 segundos, alineamiento a 55°C por 30 segundos,

extension a 72°C por 30 segundos y extension final a 72°C por 7 minutos.

-Fusobacterium spp.: Un ciclo de desnaturalizacion inicial a 94°C por 5 minutos, seguido de 40
ciclos de desnaturalizacion a 94°C por 30 segundos, alineamiento a 60°C por 30 segundos,

extension a 72°C por 30 segundos y extension final a 72°C por 7 minutos.

Para detectar la amplificacion de todas las bacterias, se realizé una electroforesis en gel agarosa
(Agarosea, BIO BASIC, Cat: D0012) al 2% con un marcador de peso molecular de 100 pb
(GeneRuler 100 bp DNA Ladder, Thermo Scientific, Cat: SM0243) bajo las siguientes
condiciones: 120V, 3000mA, 50W, con una duraciéon de 35 minutos. El gel de agarosa fue
teflido con bromuro de etidio (Ethidium bromide for molecular biology, SIGMA Life Science,
Cat: 18096DJ) y se visualizdé en un fotodocumentador (Syngene model no GVM20,
SYGV/4779.

6.4.6 Identificacion genética bacteriana

Para determinar la especificidad de los cebadores utilizados, se identificaron genéticamente las
especies de bacterias anaerobias detectadas en este estudio. Para ello, se selecciond al azar un
amplicdn representativo de cada especie y se envi6 al servicio de secuenciacion de MacroGen
Corea. Las secuencias obtenidas se procesaron con el programa Bioedit 7.1.9 (81) y se
compararon con la base de datos BLAST del Centro Nacional de Biotecnologia de Estados
Unidos (NCBI) (82) y EZ BioCloud (83).

6.4.7 Analisis comparativo

La informacion obtenida se capturd en una base de datos en el programa Excel y se utilizo el
programa estadistico STATA versidon 15 (84). Para el analisis de datos obtenidos se utilizé
estadistica descriptiva, posteriormente se aplicaron métodos de analisis estadisticos para la
diferencia de proporciones y se realizo una correlacion con regresion lineal para determinar la

asociacion entre los genotipos de VPH y las bacterias anaerobias del estudio.



6.5 Variables de Estudio

Independientes: Genotipos de virus del papiloma humano (VPH)
Dependientes: Bacterias anaerobias.

Intervinientes: No hay variables intervinientes.
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6.6 Operacionalizacion de variables

Tabla 5. Operacionalizacion de las variables de estudio

) L L ) ) ) Escala de Anélisis
Variable Definicion conceptual Definicion operativa Tipo de variable o o
medicion estadistico
) _ Genotipos de bajo riesgo (6/11,
Variedad del virus del _
_ _ ) 42, 43, 44) y genotipos de alto ] )
Genotipo de virus papiloma humano ) Dependiente, Presencia o X2 0 prueba
] o ) riesgo (16, 18, 31, 33, 35, 39, 45, o o
de papiloma identificada mediante un cualitativa, ausencia. Namero exacta de
o . 51, 52, 56, 58, 66 y 68) detectados ) ) )
humano analisis genético o nominal de genotipo Fisher
en ADN metagenomico
_ _ Bacterias anaerobias: Gardnerella
Microorganismo que o ) ) )
) . vaginalis, Atopobium vaginae, ) Presencia o
_ requiere una tension de ) ) Independiente, ) _ X2 0 prueba
Bacterias ) ) Fusobacterium spp. y Sneathia o ausencia. Especie
) oxigeno reducida para cualitativa, ) exacta de
anaerobias spp. detectadas en muestras de ) de bacteria )
crecer. o nominal o Fisher
ADN metagenomico identificada
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6.7 Implicaciones Bioéticas: El protocolo para la presente investigacion cumple con los
lineamientos de la declaracion de Helsinki y del Reglamento de la Ley General de Salud en
Materia de Investigacion para la Salud, de acuerdo con lo establecido en el Titulo segundo,
capitulo 1, articulo 13. Toda investigacion en la que el ser humano sea objeto de estudio debera

prevalecer el criterio del respeto a su dignidad y la proteccion de sus derechos.

El trabajo de investigacion principal y los consentimientos informados fueron aprobados por los
comités de investigacion y ética del Instituto Nacional de Cancerologia de México, con claves
016/011/1C1 'y CEI/1016. Toda informacion obtenida fue manejada con absoluta

confidencialidad.

Esta investigacion esté estrictamente dirigida hacia el respeto a la salud humanay a los principios

bioéticos en la investigacion cientifica.

6.8 Recoleccion de Datos: Los resultados obtenidos se capturaron en una base de datos en el

programa Excel y posteriormente se utilizo el programa estadistico STATA version 15.

6.9 Analisis Estadisticos: Para determinar la relacion estadistica de los datos obtenidos se usaron
las pruebas estadisticas de X? y prueba exacta de Fisher para comparacion de las variables
categdricas. Posteriormente, se realizO regresion logistica para el andlisis de asociaciéon de

variables.
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8. Discusién

El cancer cervicouterino es una de las enfermedades oncoldgicas mas importantes y prevenibles
en todo el mundo. Al ser una enfermedad multifactorial, diferentes factores contribuyen al
desarrollo de esta, como la zona geogréfica y el inicio de vida sexual activa temprana (85). De
acuerdo con los resultados obtenidos, encontramos diferencias significativas entre habitar en
zonas no conurbadas y el inicio de vida sexual antes de los 18 afios con los genotipos 16 y 18.
Dichos hallazgos sugieren que se investigue la genotipificacion de VPH en zonas alejadas al area
metropolitana, no solo desde el punto de vista medico, también cultural. De igual manera, se
confirma que el inicio de vida sexual a corta edad es un factor de riesgo para contraer la infeccion
y sin un cribado adecuado, el posterior desarrollo hacia CaCu.

Los genotipos 16 y 18 del virus del papiloma humano, se han identificado como factores de
riesgo significativos para el desarrollo de cancer cervicouterino (86). La deteccién tempranay la
prevencion de las infecciones por VPH se han convertido en elementos esenciales en la lucha
contra esta enfermedad (87). En este estudio, los genotipos 16 y 18 del VPH en conjunto
estuvieron presentes en ambos grupos de nuestra poblacion, aunque en el grupo control se
encontraron en menor nimero de mujeres. Esta alta prevalencia, por un lado, muestra la
importancia de la vigilancia y el monitoreo continuo de estos genotipos, y, por otro lado, la
necesidad de considerar enfoques de prevencion y deteccion diferenciados segun el riesgo de
infeccion en distintos grupos poblacionales. Los genotipos de VPH presentes son diferentes a los
encontrados en otras investigaciones en el mismo pais (88), destacando asi la importancia de
realizar estudios epidemiolGgicos con base en la zona de estudio.

Tres de las cuatro bacterias a detectar (Gardnerella vaginalis, Sneathia spp y Fusobacterium
spp) predominaron en el grupo de estudio, comparado con el grupo control, pero solo Sneathia
spp y Fusobacterium spp se asociaron con la presencia de los genotipos 16 y 18, siendo ambas
bacterias, factores de riesgo ante la infeccion por el virus del papiloma humano. Ambas especies
han sido encontradas en algunas investigaciones donde su poblacién de estudio son mujeres con
CaCu (54, 89), aunque no son objetivo principal en los estudios de microbiota cervicovaginal.
Algunos factores de virulencia en Sneathia spp (90) y la asociacién de una especie de
Fusobacterium con el cancer colorectal (91) pueden contribuir a que ambas especies promuevan
el establecimiento de patdgenos como el VPH.

Por lo tanto, de acuerdo con los resultados obtenidos, podemos mencionar que hemos
comprobado la hipotesis de trabajo, la cual nos indica que existe una asociacion entre los

genotipos del VPH y las bacterias anaerobias a detectar.
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9. Conclusiones

La presencia de Sneathia spp y Fusobacterium spp en la poblacién estudiada se asocia de manera
significativa con un mayor riesgo de adquirir los genotipos 16 y 18 del VPH. Esto subraya la
relevancia de comprender la microbiota habitual y patégena en el ecosistema cervicovaginal
como un elemento critico en la estrategia de prevencion y control del VPH y del cancer

cervicouterino.
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