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RESUMEN

La vagina humana esté colonizada por una variedad de microorganismos que en conjunto
reciben el nombre de microbiota vaginal. Durante el embarazo, la microbiota vaginal presenta
cambios significativos incluyendo una disminucion en la diversidad microbiana y un
enriquecimiento de especies de Lactobacillus, las cuales acttan en el epitelio vaginal mediante la
produccion de varios compuestos como el &cido lactico, biosurfactantes, peréxido de hidrogeno y
bacteriocinas, generando un ambiente &cido con un pH por debajo de 4.5, estableciendo una
defensa contra los microorganismos patdgenos/oportunistas. La diabetes mellitus gestacional
(DMG) se define como una hiperglucemia diagnosticada por primera vez en el embarazo y se
asocia con un control metabolico deficiente, indice de masa corporal elevado y funcion leucocitaria
alterada, por lo que algunos autores indican que la DMG pudiera alterar la microbiota vaginal
(disbiosis vaginal). El objetivo del presente estudio fue determinar si existen cambios estructurales
y funcionales en la microbiota vaginal que se asocien a condiciones de disbiosis en las mujeres que
padecen DMG, para esto se realizd la secuenciacion de la region V3 del gen ARNr 16S y la
secuenciacion metagenomica (shotgun) mediante la plataforma Illumina Miniseq. La investigacion
mostré que Lactobacillus es el género dominante tanto en pacientes con DMG como en mujeres
embarazadas sanas. Este estudio también determiné que la especie mas abundante es L. crispatus,
sin embargo, la abundancia de taxones asociados a la disbiosis vaginal fue mayor en las pacientes
con DMG en comparacién con las mujeres embarazadas sanas, ademas de identificar una mayor
diversidad de géneros y especies en las pacientes que presentaron DMG, aungue no se observaron

diferencias significativas.

Palabras clave: Lactobacillus, microbiota vaginal, diabetes mellitus gestacional, disbiosis

vaginal, metagendémica Shotgun.
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ABSTRACT

The human vagina is colonized by a variety of microorganisms that together are known as
the vaginal microbiome. During pregnancy, the vaginal microbiome undergoes significant changes
including a decrease in microbial diversity and an enrichment of Lactobacillus species, which act
on the vaginal epithelium by producing various compounds such as lactic acid, biosurfactants,
hydrogen peroxide and bacteriocins, generating an acidic environment with a pH below 4.5,
establishing a defense against pathogenic/opportunistic microorganisms. Gestational diabetes
mellitus (GDM) is defined as hyperglycemia first diagnosed in pregnancy and is associated with
poor metabolic control, elevated body mass index and altered leukocyte function, so some authors
suggest that GDM may alter the vaginal microbiota (vaginal dysbiosis). The aim of the present
study was to determine whether there are structural and functional changes in the vaginal
microbiome that are associated with dysbiosis conditions in women with GDM, for which the
sequencing of the V3 region of the 16S rRNA gene and metagenomic sequencing (shotgun) were
performed using the Illumina Miniseq platform. The research showed that Lactobacillus is the
dominant genus in both GDM patients and healthy pregnant women. This study also determined
that the most abundant species is L. crispatus, however, the abundance of taxa associated with
vaginal dysbiosis was higher in patients with GDM compared to healthy pregnant women in
addition to identifying a greater diversity of genera and species in patients with GDM although no

significant differences were observed.

Key words: Lactobacillus, vaginal microbiota, gestational diabetes mellitus, vaginal dysbiosis,

shotgun metagenomics.
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1. INTRODUCCION

La diabetes mellitus (DM) es una enfermedad crénica que padecen mas de 283 millones de
personas, un nimero que se estima que alcance a los 592 millones en 2035 (Laredo-Aguilera et al.,
2020). Es un trastorno metabdlico grave que constantemente requiere atencién médica y
autocontrol para limitar las complicaciones, como la obesidad, el dafio renal y las enfermedades
cardiovasculares (Sharma et al., 2022). Los principales subtipos de DM son la diabetes tipo 1
mellitus (DMT1), diabetes mellitus tipo 2 (DMT2) y diabetes mellitus gestacional (DMG), que
clasicamente resultan de una secrecion (DM1) y/o accion (DM2) defectuosa de la insulina. La
DMT1 se presenta en nifios o0 adolescentes, mientras que se cree que la DMT?2 afecta a adultos de
mediana edad y mayores que tienen hiperglucemia prolongada debido a un estilo de vida y dietas
deficientes (Sapra y Bhandari, 2023).

El subtipo diabetes mellitus gestacional ocurre durante el embarazo y afecta gravemente tanto a la
madre como al feto en crecimiento. En los ultimos 20 afios, la prevalencia de la DMG se encuentra
en alza debido principalmente a los cambios en los habitos alimentarios de las pacientes, el
sedentarismo, el aumento de la edad materna, asi como la elevacion del indice de masa corporal
(IMC) (Bougherara et al., 2018). Esta enfermedad es caracterizada por un estado de hiperglucemia
resultante de la disfuncion cronica de las células B pancreaticas y la resistencia materna a la accion
de la insulina (American Diabetes Association, 2022).

La DMG es la condicion médica mas comun que afecta a mujeres embarazadas y sus hijos. La
DMG comprende aproximadamente el 85% de los casos que se padecen en el embarazo. Esta
condicion, se define como la hiperglucemia diagnosticada por primera vez durante el segundo o
tercer trimestre de embarazo que, no es claramente una diabetes preexistente de tipo 1 (DMT1) o
de tipo 2 (DMT2) (American Diabetes Association, 2020; Stewart, 2020). Se estima que la DMG
afecta del 7 al 14% de las gestaciones en todo el mundo (Behboudi-Gandevani, et al., 2019). En
México, la proporcion de mujeres afectadas puede alcanzar entre 17.7% a 30.1%, aunque no existe
un enfoque uniforme para su diagnostico (Instituto Mexicano del Seguro Social, 2016; Reyes-
Mufioz et al., 2012).

Un embarazo saludable, se caracteriza por un aumento progresivo de la resistencia a la insulina

desde el segundo trimestre hasta el momento del parto. Esto se atribuye a una variedad de factores,
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como el aumento de la secrecion de lactégeno placentario humano (HPL), hormona del crecimiento
placentario (PHG), prolactina (PRL) y progesterona (P4). Una combinaciéon de aumento de la
adiposidad materna y resistencia a la insulina contribuye a un estado de hiperglucemia en mujeres
con una funcién inadecuada de las células B pancreaticas (Gao et al., 2021; Lefkovits et al., 2019).
La hiperglucemia y la resistencia a la insulina se desarrollan durante el periodo gestacional y
disminuyen después del parto cuando los niveles de hormonas derivadas de la placenta también
disminuyen (Kampmann et al., 2019). Sin embargo, las mujeres embarazadas con hiperglucemia
presentan un mayor riesgo de padecer DMG en embarazos posteriores, ademas, poseen una mayor
predisposicion de padecer DMT2 (Bellamy et al., 2009; Farrar 2016; Federacién Internacional de
Diabetes, 2019).

El riesgo de padecer DMT2 esté asociado con la resistencia a la insulina y a la disfuncion progresiva
de las células B del pancreas tras padecer DMG (Mclntyre et al., 2019). Algunos factores de riesgo
para desarrollar esta enfermedad incluyen la edad materna avanzada, antecedentes familiares de
diabetes, DMG en embarazos anteriores, etnia, obesidad y el tabaquismo (Kunasegaran et al., 2021;
Zhang et al., 2016; Zhang y Ning, 2011). Autores como Cortez et al., 2019 y Taddei et al., 2018
han demostrado que el microbioma intestinal, oral y vaginal influyen en el desarrollo gestacional
y la DMG. Se ha demostrado un aumento de la expresion de citoquinas inflamatorias en la DMG,
asi como un aumento en la abundancia de bacterias patdgenas potenciales, caracterizando un perfil
disbiotico del microbioma vaginal.

El tracto reproductivo inferior femenino estd compuesto por un epitelio escamoso estratificado y
células glandulares que producen secreciones cervicovaginales, en las cuales se encuentra una
diversidad de microorganismos, en especial una compleja comunidad de bacterias que actian
conjuntamente para proteger al huésped de las enfermedades, esto se conoce como microbiota
vaginal o cérvicovaginal (Chen et al., 2021; Kalia et al., 2020), y constituye el 9% de la microbiota
humana total (Sirota et al. 2014). La composicion de la microbiota vaginal influye
significativamente en su salud sexual y reproductiva, incluido el riesgo de resultados adversos en
el parto, como el aborto espontaneo, parto prematuro y la adquisicion de infecciones como la
corioamnionitis (Moosa et al., 2020).

El microbioma vaginal humano estd dominado por bacterias del género Lactobacillus, las cuales
procesan el glucdgeno para producir &cido lactico, lo que lleva a un pH vaginal menor a 4.5 (Miller

et al., 2016). En la mayoria de las mujeres sanas predominan Lactobacillus crispatus, L. gasseri,
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L. iners, L. jensenii y especies de bacterias anaerobias (Moumne et al., 2021). Los géneros
bacterianos que incluyen Prevotella, Atopobium, Gardnerella, Megasphaera y Mobiluncus se han
asociado con microbiota vaginal no saludable en mujeres asintomaticas en edad reproductiva (Saraf
etal., 2021).

La disbiosis vaginal, se define como un microbioma en el que no predominan bacterias del género
Lactobacillus, multiples factores como la edad, origen étnico, uso de anticonceptivos, duchas
vaginales, actividad sexual, exposicidn a antibiéticos, tabaquismo, entre otros pueden provocar esta
condicion (Kervinen et al., 2019). La afeccion clinica mas comin y mejor estudiada que provoca
una disbiosis vaginal es la vaginosis bacteriana (VB), la cual, afecta entre 23-29% de mujeres en
el mundo (Peebles et al., 2019; Van de Wijgert y Jespers, 2017). En México la prevalencia de VB
puede alcanzar hasta 32.9%, estando subdiagnosticada debido a que algunos casos no presentan
sintomas (Gonzalez-Pedraza et al., 2004).

Con el fin de estudiar la microbiota vaginal, se han desarrollado multiples enfoques que involucran
tecnologias “Omicas” que permiten analizar la composicion microbiana, y proporciona informacion
sobre el potencial genético de la comunidad bacteriana (Martin y Marrazzo, 2016).

Bajo este contexto, el presente estudio tiene como objetivo determinar por medio de la
amplificacion y secuenciacion de la region variable V3 del gen 16S ARNr y secuenciacion
metagendmica si existen cambios en la microbiota vaginal que se asocien a condiciones de disbiosis
en las mujeres que presentan DMG vy realizar un andlisis de metagenomica funcional para el

estudio de las interacciones huésped-microbioma.
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2. ANTECEDENTES

2.1. Fisiopatologia de la Diabetes Mellitus Gestacional

El embarazo es un estado de resistencia a la insulina y de hiperinsulinismo. La insulinorresistencia
es fisioldgica y reversible; se presenta al comienzo del segundo trimestre y se acentla
progresivamente durante el tercer trimestre, esto es el resultado de la combinacién de un aumento
de la masa adiposa materna y un efecto “antiinsulinico” de las hormonas que produce la placenta
(Bougherara et al., 2018; Harlev y Wiznitzer, 2010). Este fendmeno es promovido por la
produccion de hormonas locales y placentarias como el estrégeno, la progesterona, la leptina, el
cortisol, el lactogeno placentario y la hormona del crecimiento placentario (Stern et al., 2021). La
glucosa en la sangre aumenta a medida que disminuye la sensibilidad a la insulina, particularmente
después de la ingestion de alimento, y se producen cambios en los niveles de acidos grasos libres,
triglicéridos, colesterol y fosfolipidos. Estos cambios son parte de una adaptacion para satisfacer
la demanda energética del feto y preparar al organismo materno para el parto y la lactancia (Di
Cianni et al., 2003; Parrettini et al., 2020). Para equilibrar este proceso y evitar la hiperglucemia
excesiva y la intolerancia a la glucosa en la madre durante el embarazo, las células B pancreaticas
experimentan cambios notables en su funcion, incluidos el aumento de su proliferacion y la
secrecion de insulina estimulada por glucosa (Salazar-Petres y Sferruzzi-Perri, 2022).

Cuando las células beta pancreéticas pancreaticas pierden la capacidad de detectar adecuadamente
la glucosa circulante en la sangre o secretar suficiente insulina en respuesta, se tiene como resultado
la disfuncion de las células beta, provocando un ambiente hiperglucémico (figura 1) (Plows et al.,
2018). El aumento de la resistencia a la insulina también se relaciona con el exceso de lipdlisis, la
liberacion de acidos grasos libres del tejido adiposo y la secrecion de factores inflamatorios y
adipocinas (Abell et al., 2015). La captacion de glucosa en la sefializacion de insulina se produce
a través de la autofosforilacion del receptor de insulina, que activa y recluta moléculas GLUT para
abrir canales celulares para permitir que la glucosa entre en la célula. Los efectores como el Sustrato
1 del receptor de insulina (IRS1) y la fosfatidilinositol 3-quinasa (PI3K) se activan cuando la

entrada de GLUT abre canales de membrana para la captacion de glucosa. Las mujeres
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embarazadas afectadas por DMG en la ultima etapa de la gestacion exhiben expresion de IRS1
regresiva, lo que minimiza la fosforilacion de tirosina en una subunidad 3 del receptor de insulina,
lo que finalmente da como resultado una mayor tolerancia a la glucosa o resistencia a la insulina
(Sharma et al., 2022; Gao et al., 2020).

El aumento antes mencionado en el transporte placentario de glucosa, aminoéacidos y &cidos grasos
estimula la produccién enddgena de insulina y factor de crecimiento similar a la insulina 1 (IGF1)
en el feto, lo cual puede causar un crecimiento excesivo del feto, lo que a menudo resulta en

macrosomia al nacer (Plows et al., 2018).
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Figura 1. Fisiopatologia de la diabetes gestacional en la madre y el feto. IGF: factor de crecimiento
tipo insulina; IGFBP: proteina de unidn al factor de crecimiento tipo insulina; GLUT: transportador
de glucosa (Tomado de Bougherara et al., 2018).
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Generalmente el tratamiento para la diabetes mellitus gestacional se caracteriza por dieta, ejercicio,

metformina o insulina (en caso necesario) y, después del embarazo, las células B, la glucosa en
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sangre y la sensibilidad a la insulina pueden volver a la normalidad, aunque existe evidencia de
que la DMG es un precursor de la DMT2 en mujeres con predisposicion que sufren problemas
metabdlicos del embarazo (Choudhury et al., 2021; Herath et al., 2017).

Las complicaciones de la DMG afectan tanto a la madre como al recién nacido. La madre presenta
un mayor riesgo de desarrollar preeclampsia y parto prematuro durante el embarazo, asi como de
desarrollar DMT2, mientras que las complicaciones para la descendencia es macrosomia al nacer,
problemas cardiacos, anomalias renales y un alto riesgo de desarrollar enfermedades metabdlicas
0 cronico-degenerativas en la vida adulta (Lizarraga y Garcia-Gasca, 2021).

2.2 Criterios de Diagnostico de la Diabetes Mellitus Gestacional

La DMG es una de las endocrinopatias mas comunes durante el embarazo que se define como
hiperglucemia durante el embarazo (Behboudi-Gandevani et al., 2019). Las estrategias de cribado,
los métodos de ensayo e incluso los umbrales glucémicos 0ptimos de diagnostico han sido objeto
de debate. Los criterios de diagndstico originales se desarrollaron en 1964 por O'sullivan y Mahan,
desde entonces se ha respaldado el uso de una prueba de tolerancia a la glucosa oral (CTGO) de
759 a finales del segundo trimestre como la estrategia preferida de la Organizacion Mundial de la
Salud (OMS), la Asociacion Internacional de Diabetes en los Grupos de Estudio del Embarazo
(IADPSG) y la Asociacion Americana de Diabetes (ADA) (Sexton et al., 2018; Zera et al., 2021)
(Cuadro 1).

Cuadro 1. Criterios de diagndéstico para la diabetes mellitus gestacional de acuerdo a la OMS
(2013), IADPSG (2010) y ADA (2020). Curva de tolerancia a la glucosa (CTGO¥*).

OMS IADPSG ADA
- Glucosa en ayuno: > 92 - Glucosa en ayuno: > 92 - Glucosa en ayuno: > 95
mg/dL mg/dL mg/dL
-CTGO* concargade 75gr -CTGO* concargade 75gra - CTGO™* con carga de 75 gr
a la hora: > 180 mg/dL la hora: > 180 mg/dL a la hora: > 180 mg/dL

-CTGO concargade75gra -CTGOconcargade75gra -CTGO concargade 75qra
las dos horas: > 153 mg/dL las dos horas: > 153 mg/dL las dos horas: > 155 mg/dL
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Aunque la prevalencia de la DMG ha ido en aumento en varias partes del mundo, existen mujeres
que tienen minimo contacto con los servicios de salud (Wang et al., 2022). Esto crea desafios en
la identificacion de mujeres con diabetes preexistente no diagnosticada. Las mujeres con diabetes
manifiesta tienen hiperglucemia antes de la concepcion y durante el primer trimestre, lo que crea
un mayor riesgo de efectos negativos (Goyal et al., 2022; Meek, 2017).

Diferentes paises utilizan diversos criterios de diagndstico para detectar la DMG debido a la falta
de un criterio estandar. La razon principal es que los criterios fueron disefiados para identificar a
las mujeres embarazadas que estan en alto riesgo de desarrollar diabetes posterior al embarazo en
lugar de aquellas que tienen un mayor riesgo de resultados perinatales adversos (Mishra et al.,
2016).

La diabetes pregestacional se refiere a las mujeres que no han sido diagnosticadas con diabetes
pero cumplen con los criterios de diabetes. En comparacion con la DMG, el riesgo de
complicaciones obstétricas puede aumentar linealmente con niveles elevados de glucosa en sangre
materna y empeoramiento de los resultados maternos e infantiles (Mafie et al., 2019). La diabetes
asociada al embarazo puede aumentar complicaciones durante el embarazo, como la preeclampsia,
el parto prematuro, macrosomia y la mortalidad perinatal, son al menos tres veces mas frecuentes
en mujeres con diabetes pregestacional que en aquellas sin diabetes (Oppermann et al., 2022).

Las recomendaciones de organizaciones como la OMS, IADPSG y ADA reforzaron la importancia
de clasificar la diabetes pregestacional en el embarazo por separado de la DMG (Cuadro 2) (Goyal
et al., 2022).

Cuadro 2. Criterios de diagndstico para la diabetes manifiesta de acuerdo a la OMS (2013),
IADPSG (2010) y ADA (2020). CTGO*, Curva de tolerancia a la glucosa.

OMS IADPSG ADA
- Glucosa en ayuno: > 126 - Glucosa en ayuno: >126 - Glucosa en ayuno: > 126
mg/dL mg/dL mg/dL
- Glucosa plasmaticaalas2 - Glucosa plasmaticaa las 2 h: - Glucosa plasmatica a las 2
h: >200 mg/dL > 200 mg/dL h: > 200 mg/dL
-HbAlc: -HbAlc: -HbAlc:
_ >6,5% >6,5%
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2.3. Microbiota Vaginal

La microbiota hace referencia a las comunidades microbianas especificas en un nicho ecolégico,
mientras que su material genético se denomina como microbioma y difieren entre los sitios del
cuerpo y los individuos (Lewis et al., 2017; Domingo y Sénchez, 2018). La microbiota vaginal es
un microecosistema intrincado y dindmico que sufre constantes fluctuaciones durante la vida de la
mujer. La composicion de la microbiota vaginal influye significativamente en la salud sexual y
reproductiva, incluido el riesgo de resultados adversos en el embarazo, como abortos espontaneos
y partos prematuros (Hocevar et al., 2019), ademas de aumentar la predisposicion de adquirir
infecciones de transmision sexual incluido el virus de la inmunodeficiencia humana (VIH) (Chen
et al., 2021; Moosa et al., 2020).

El epitelio vaginal esta lubricado por el liquido cervicovaginal, el cual es un medio &cido que
contiene una variedad de moléculas antimicrobianas que incluyen mucinas y p-defensinas, ademas
de anticuerpos IgA e IgG producidos por las células plasmaticas de la mucosa, las cuales forman
una barrera fisica y bioquimica contra organismos patogenos (Amabebe & Anumba, 2018; Torcia,
2019). La vagina alberga un microecosistema que contiene miles de millones de microbios, al
realizar una deteccidn sistematica de la biomasa microbiana del tracto reproductivo femenino de
110 mujeres en edad reproductiva mediante la secuenciacion del gen ARNr 16S revelaron que la
vagina contiene ~10'° bacterias (Chen et al., 2017). De las comunidades bacterianas que residen
en la vagina, las especies del género Lactobacillus colonizan predominantemente el tracto vaginal,
contribuyendo a la regulacién de la inmunidad innata, presentan efectos antitumorales contra el
cancer cervicouterino y efectos virucidas contra el VIH-1, entre otros (Doerflinger et al., 2014;
Nahui et al., 2017; Sungur et al., 2017).

El ginec6logo aleman Albert Ddderlein describié por primera vez la presencia de bacilos
grampositivos al analizar liquido cervicovaginal de mujeres sanas en edad reproductiva en 1892,
recibiendo el nombre de Bacilo de Ddderlein (Ddderlein, 1892). Afios mas tarde se identifico este
bacilo como Lactobacillus acidophilus (Thomas, 1928), considerados como la base de la
microbiota vaginal saludable (Aldunate et al., 2015).

Lactobacillus por lo general comprende mas del 70 % de las bacterias residentes en la vagina de la

mayoria de las mujeres y juegan un papel crucial tanto en la salud vaginal como en el bienestar
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ginecoldgico (Auriemma et al., 2021). Estas bacterias procesan el glucdgeno y sus productos de
degradacion para producir acido lactico, lo que conduce a un pH vaginal menor a 4.5 (Miller et al.,
2016). La proporcion de &cido lactico y el pH son caracteristicas de cada especie de Lactobacillus
y en menor proporcion de las células epiteliales vaginales, es decir, la produccion de &cido lactico
disminuye a niveles equivalentes al &cido lactico detectado en la vagina. (Tachedjian et al., 2017).
Diferentes estudios han sugerido el papel del acido lactico en la inhibicidn de una amplia variedad
de infecciones, incluida la infeccion por Chlamydia trachomatis, el virus del herpes simple tipo 2
(HSV-2), el VIH y una amplia gama de microorganismos asociados a la VB (Kalia et al., 2020;
Tyssen et al., 2018)

Algunos factores como las hormonas y los habitos de vida pueden cambiar drasticamente la
composicion del microbioma vaginal. El estrogeno aumenta el volumen de las secreciones
vaginales y la elevacion de los niveles de estroégeno induce el engrosamiento del epitelio vaginal
que a su vez provoca la acumulacion de glucogeno, y estimula la proliferacion de Lactobacillus
(Nunn 'y Forney, 2016; Shen et al., 2022).

Las especies Lactobacillus crispatus, L. gasseri, L. iners y L. jensenii cominmente dominan la
microbiota vaginal de la mayoria de las mujeres en edad reproductiva (Petrova et al., 2017,
Moumne et al., 2021). También se ha reportado menor proporcion de bacterias anaerobios estrictos
del género Prevotella, Megasphaera y Atopobium (Ravel et al., 2011; Mendes-Soares et al., 2014).
La mayoria de estudios sobre la microbiota vaginal se han centrado en mujeres sanas asintomaticas
en edad reproductiva. Ravel y colaboradores (2011) realizaron un estudio con 396 mujeres
norteamericanas asintomaticas de cuatro grupos étnicos (caucasica, afroamericana, hispana y
asiatica) determinando que las mujeres hispanas y afroamericanas presentaban una mayor
abundancia de bacterias anaerdébicas en comparacion con las mujeres de etnia caucasica y asiatica
(Figura 2).
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Figura 2. Representacion de tipos de estado comunitarios vaginales sanos dentro de cada grupo
étnico de mujeres en edad reproductiva (Tomado de Ravel et al., 2011).

Se ha establecido que existen al menos cinco tipos de estado comunitario (CST por sus siglas en
inglés). Cuatro de estos CST estan dominados por Lactobacillus crispatus (CSTI), Lactobacillus
gasseri (CSTII), Lactobacillus iners (CSTIII), y Lactobacillus jensenii (CSTV), CSTIV esta
compuesto por una amplia gama de bacterias anaerébicas (Ravel et al., 2011; Romero et al., 2014;
Ma & Li, 2017). Este estado comunitario (CSTIV) carece de una alta proporcion de lactobacilos y
se define como el estado de diversidad dominado por bacterias anaerobias y microaerdfilas y se
correlaciona con un pH vaginal més alto y disbiosis (Laniewski y Herbst-Kralovetz, 2018).
Durante el periodo reproductivo de la mujer, los niveles de hormonas que regulan el ciclo menstrual
influyen en la estructura de la microbiota vaginal (Farage et al., 2010). Existen otros factores que
podrian modificar la microbiota vaginal como el tabaquismo, la etnia, duchas vaginales,
tratamientos médicos, actividad sexual y la presencia de cancer de cuello uterino (Figura 3)
(Leyva-Gomez et al., 2019; Kwon y Lee, 2022).
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Figura 3. Factores intrinsecos y extrinsecos que afectan a la comunidad microbiana vaginal. Las
nifias prepuberes y las mujeres posmenopausicas tienen una abundancia relativamente baja de
especies de Lactobacillus (Tomado de Kwon y Lee, 2022).

Se describe a las especies de Lactobacillus como las méas abundantes de una microbiota vaginal
sana, pero algunos estudios indicaron que especies de los géneros Gardnerella, Sneathia,
Atopobium y Prevotella, son predominantes en algunas mujeres sanas afroamericanas (Fettweis et
al., 2014).

2.4 Micobiota Vaginal

La micobiota vaginal se refiere a la comunidad de organismos flngicos en el tracto reproductivo
femenino inferior y consiste principalmente en microorganismos de la divisién Ascomycota y
Basidiomycota. (Lehtoranta et al., 2021).

El papel de Candida se ha reconocido durante mucho tiempo en la vagina como colonizadores del

epitelio genital sin causar infeccién; se ha demostrado que la especie Candida albicans, se
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encuentra en las vias vaginales de 20 a 70 % de mujeres sanas asintomaticas. Sin embargo, la
dishiosis, junto con defectos inmunitarios conduce a la candidiasis vulvovaginal, una de las formas
més comunes de vaginitis infecciosa (Abou Chacra & Fenollar, 2021; Belvoncikova et al., 2022).
La diversidad fangica que se ha reportado varia de acuerdo a la metodologia de identificacion, asi
la aproximacion con técnicas moleculares ofrece resultados mas detallados de la diversidad fangica
que otras técnicas como el cultivo (Restrepo-Rivera et al., 2021).

Drell y colaboradores en 2013 caracterizaron el micobioma de 251 mujeres sanas caucasicas en
edad reproductiva y determinaron que 58% de las secuencias pertenecian a la division Ascomycota,
Basidiomycota se detecté en menor proporcion (3%). Dentro de Ascomycota, se observo el orden
Saccharomycetales (dominado por el género Candida), Capnodiales, Eurotiales, Pleosporales y

Helotiales (Figura 4).
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Debaryomyces.
Malassezia, Piciia,

Dy oratella Sbrentoroces S ppd
Prevotella, Streptococcus Saccharomyces

Atopobnum, Escherichia,

Saccharomyces

Streptococcus, Ureaplasma

Figura 4. Micobiota y microbiota en diferentes sitios anatomicos (tomado de Kriger et al.,
2019).

2.5 Microbiota Vaginal en el Embarazo

El embarazo es un estado de diversos cambios fisioldgicos para adaptar el feto al cuerpo humano

y viceversa. Este estado diversificado se rige por cambios hormonales que conducen a la
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modulacion inmunitaria, cambios de comportamiento, cambios fisicoquimicos en la mucosa y
cambios en el tracto genital (Gupta et al., 2020).

El microbioma vaginal sufre cambios significativos durante el embarazo, incluida una disminucion
en la diversidad, una mayor estabilidad y un enriquecimiento con especies de Lactobacillus
(Nuriel-Ohayon et al., 2016). Debido a los niveles elevados de estrogeno, las especies de
Lactobacillus dominan el microbioma vaginal durante el embarazo (Romero et al., 2014). El
estrogeno (estradiol) aumenta a lo largo de la gestacion y conduce a aumentos en los niveles de
glucogeno; el glucdégeno se metaboliza en acido lactico, la disminucion del pH permite el
incremento de Lactobacillus (Prince et al., 2015).

Li et al., (2020) analizaron el microbioma vaginal de 12 mujeres embarazadas de etnia asiatica y
concluyeron que Lactobacillus es el género dominante y que la composicion de especies es
relativamente constante durante el embarazo normal (Li et al., 2020).

Doyle et al., (2018) obtuvieron muestras vaginales de una cohorte de mujeres de Malawi entre 5y
583 dias despueés del parto y se demostro que Lactobacillus estaba presente en menos de un tercio
de las mujeres (27.1%), las cuales fueron muestreadas en un periodo menor a 20 dias después del
parto, mientras que las pacientes con un microbioma con baja dominancia de Lactobacillus fueron
muestreadas en un periodo de 200 dias despues del parto (Doyle et al., 2018). Las comunidades
vaginales eran similares a las de los tipos de estado comunitario (CST) Il 'y IV, segun lo definido
por Ravel y colaboradores en 2011, asociando estos resultados a la prevalencia de VB en Malawi,
debido a que presenta una incidencia entre el 35 %y el 85.5 %.

Maclntyre et al., (2015) describieron el microbioma vaginal de pacientes embarazadas por medio
de la secuenciacion ARNr 16S, los autores reportaron a Lactobacillus como el género dominante
y una baja diversidad (<2 en el indice de Simpson).

La baja abundancia de Lactobacillus en el microbioma vaginal se asocia con complicaciones del
embarazo, en particular, un mayor riesgo de parto prematuro. En promedio 40% de los partos
prematuros se deben a una infeccion (Gudnadottir et al., 2022), como por ejemplo, Gardnerella
vaginalis (Callahan et al., 2017), mientras que los datos del Proyecto del Microbioma Humano
(HMP) indicaron una menor abundancia de Lactobacillus crispatus vaginal se asocia también a
casos de parto prematuro (Amir et al., 2020).

Se ha reportado que la causa mas frecuente de infeccion bacteriana representa la via ascendente

desde la vagina a través del cuello uterino y hacia el Utero, donde las bacterias provocan deciduitis
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y corioamnionitis (Hocevar et al., 2019). Estas afecciones desencadenan cascadas inflamatorias y
provoca una ruptura prematura de las membranas fetales (Bayar et al., 2020).

Los factores relacionados con el estilo de vida, como la dieta y la obesidad, pueden afectar a la
microbiota vaginal aumentando su diversidad (Houttu et al., 2022). En trabajos recientes se ha
postulado que la composicion de la microbiota vaginal difiere seglin el estado de la diabetes
mellitus gestacional (Cortez et al., 2019).

Factores como infecciones virales pueden afectar el microbioma vaginal. Se ha identificado la
variante del SARS-CoV-2 (causante del COVID-19) en la mucosa vaginal (Kirtsman, 2020). En
2022 Celik y colaboradores caracterizaron el microbioma vaginal de mujeres embarazadas con
SARS-CoV-2, estableciendo que la composicion de la microbiota vaginal se ve afectada
desfavorablemente por la enfermedad de COVID-19 y que existe una disbiosis prominente durante
la infeccion activa por COVID-19. Esto se determind al encontrar una disminucion de
Lactobacillus crispatus, L. iners, L. gasseri y L. jensenii.

Después del parto, los niveles de estrogeno disminuyen drasticamente lo que provoca cambios en
la composicion del microbioma vaginal, caracterizado por una reduccion de Lactobacillus y un

aumento de la diversidad alfa (Kervinen et al., 2019).

2.6. Disbiosis Vaginal

La disbiosis vaginal (DV) se define como un microbioma que no esta dominado por bacterias del
genero Lactobacillus (Van de Wijgert & Jespers, 2017). Esto viene acompafiado por una
sustitucion gradual o total de bacterias anaerobias del genero Candida, Mobiluncus, Bacteroides y
especies como Gardnerella vaginalis, y Mycoplasma hominis (Losa et al., 2022). Con la
disminucion de Lactobacillus el pH vaginal no se mantiene en el rango normal (3.5-4.5), lo que
crea una cascada de eventos indeseables en el huésped, incluida una infeccidén persistente
potencialmente causada por una combinacion de factores (Joseph et al., 2021).

La VB ocurre debido a una disbiosis microbiana, presentando un microbioma vaginal diverso,
caracterizado por microorganismos anaerobios, especificamente G. vaginalis (Zaki et al., 2010).

La VB presenta una prevalencia que oscila entre el 23 y el 29% y es mayor en mujeres
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afroamericanas (33.2%) e hispanas (30.7%) (Peebles et al., 2019). EI diagndstico se complica
porque las pacientes en su mayoria son asintomaticas (Muzny y Schwebke, 2020). La VB
sintomética puede describirse como un sindrome basado en la presencia de caracteristicas clinicas
(secrecion y/o mal olor) interpretadas por los criterios de Amsel (Cuadro 3) o tincion de Gram
(puntuacion de Nugent, Cuadro 4) (Lev-Sagie et al., 2022).

Cuadro 3. Criterios de Amsel para el diagndstico de la vaginosis bateriana, tres de los cuatro

criterios anteriores deben estar presentes para confirmar el diagnoéstico (Amsel et al., 1983).
Criterios de Amsel

Secrecion fina, blanca, amarilla y homogénea.

Células clave en microscopia

pH del fluido vaginal mayor de 4.5 al colocar la descarga en papel tornasol

Libere olor a pescado después de agregar una solucion de hidroxido de

potasio (KOH) al 10 % a la preparacion himeda, también conocida como

"prueba de olor",

El sistema de puntuacion de Nugent usaba como el metodo estandar para el diagndéstico de la VB
(Bhujel et al., 2021). La metodologia consiste en analizar frotis vaginales en un portaobjetos
microscopico en inmersion en aceite, y se examinan un minimo de 10 campos de alta potencia para
tres morfotipos de bacterias: Lactobacillus, Gardnerella y bacilos de gram curvos. Cada una de
estas tres categorias recibe una puntuacion basada en el ndmero de bacterias contadas.
Posteriormente, estas tres puntuaciones se suman para obtener una puntuacion total que oscila entre
0y 10 (Cuadro 4) (Colonna & Steelman, M. 2019; Van den Munckhof et al., 2019).

La epidemiologia de la VB sugiere que puede adquirirse por transmision sexual y esta asociada
con algunos factores de riesgo, que incluyen duchas vaginales y tabaquismo (Ranjit et al., 2018).
Las pautas internacionales proponen tratar a las mujeres diagnosticadas con VB con antibidticos
(metronidazol, clindamicina o, alternativamente, tinidazol) por via oral o intravaginal (Tomas et
al., 2020; Zwittink et al., 2021). Las tasas de curacién notificadas para un episodio de VB aguda

varian, pero se estima que oscilan entre el 70 y el 80% (Jones, 2019).
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Cuadro 4. Puntuacion de Nugent para el diagnostico de la vaginosis bateriana, 0: No morfotipos
presentes, 1+: < de un morfotipo presente, 2+: 1 a 4 morfotipos presentes, 3+: 5 a 30 morfotipos
presentes, 4+: 30 0 mas morfotipos presentes (Nugent et al., 1991; Parra, 2015).

Puntuacién | Lactobacillus | Gardnerella 'y Bacteroides | Mobilincus
0 4+ 0 0
1 3+ 1+
2 2+ 2+ 1+ 02+
3 1+ 3+ 3+ 0 4+
4 0 4+

La reaccion en cadena polimerasa en tiempo real cuantitativa (qQPCR) es una herramienta
reproducible y fiable que mide la presencia de bacterias presentes en la VB, como Atopobium
vaginae, G. vaginalis, Sneathia spp., Megasphaera spp., y Mobiluncus spp. (Breding et al., 2020).
Otro patogeno importante que causa DV es Trichomonas vaginalis (TV), el cual causa la
enfermedad de transmision sexual tricomoniasis (Zaki et al., 2010). La mayoria de las mujeres
(85%) y los hombres (77%) con TV son asintomaticos (Sefia et al., 2007; Sutton et al., 2007). Un
tercio de las mujeres asintomaticas se vuelven sintomaticas dentro de los seis meses posteriores a
la infeccidn. Los sintomas incluyen secrecion uretral y disuria (Kissinger, 2015).

Chlamydia trachomatis es una bacteria Gram-negativa intracelular obligada que puede replicarse
solo dentro de una célula huésped, generalmente es asintomatica en las mujeres (Van Gerwen et
al., 2022). La OMS estimé que 50 millones de mujeres se infectaron con C. trachomatis, de las
cuales 34 millones se encontraban en el Africa subsahariana y el sur/sureste de Asia (World Health
Organization, 2011). Si no se trata, la infeccion por C. trachomatis puede provocar enfermedad
inflamatoria pélvica, embarazo ectopico e infertilidad tubarica (Tamarelle et al., 2019). Esta
infeccion también se asocia con resultados adversos del embarazo como corioamnionitis, parto
prematuro y aborto fetal (Reekie et al., 2018).

Dado que C. trachomatis es una infeccidn facilmente curable, los programas de deteccion prenatal
que identifican y tratan a las mujeres infectadas podrian prevenir muchas de estas complicaciones
neonatales y del embarazo (Adachi et al., 2016). Se recomienda una dosis Unica de 1 g por via oral
de azitromicina como tratamiento de primera linea para la clamidia en el embarazo, con un ciclo
de amoxicilina o eritromicina como opciones alternativas. Algunos autores han sugerido que los

macrdlidos, como la eritromicina y la azitromicina (World Health Organization, 2016), también
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pueden ser beneficiosos para prevenir resultados adversos del embarazo al suprimir el factor de
necrosis tumoral alfa, que se ha implicado en la induccion del parto prematuro (Adachi et al., 2021).
Los estudios in vitro mostraron que Lactobacillus podria prevenir la colonizacion de Chlamydia
manteniendo un ambiente acido y consumiendo glucosa (Nardini et al., 2016). Por lo tanto, los
antibidticos con probiodticos pueden ejercer un efecto favorable sobre la infeccion por C.

trachomatis al mejorar la microbiota vaginal (Han et al., 2018).

2.7. Lactobacillus Iners

Lactobacillus iners se describié por primera vez en 1999 de muestras vaginales y del tracto
urinario. Se cultivé una especie de Lactobacillus denominada “L. 1086V”, la cual sélo el 9% de
los aislados produjeron perdxido de hidrogeno (H202) en comparacion al 95 y 94% de los aislados
de L. crispatus y L. jensenii, respectivamente. Mas tarde recibié el nombre de L. iners (Antonio et
al., 1999; Falsen et al., 1999; Atassi et al., 2006).

La microbiota vaginal dominada por L. crispatus (CST I) se asocia con una vagina sana, mientras
que un microbioma dominado por Lactobacillus iners (CST Ill) es mas propenso a la disbiosis
vaginal (Jakobsson et al., 2007). Estudios han demostrado que el efecto protector de Lactobacillus
contra las ITS y la VB estan asociados con la capacidad de producir acido lactico y bacteriocinas
gue mantienen el estado saludable de la vagina (Fuochi et al., 2019).

L. crispatus, L. gasseri y L. jensenii pueden producir acido D- y L-lactico al fermentar glucdgeno,
mientras que L. iners solo puede producir acido L-lactico porque carece del gen que codifica para
D-lactato deshidrogenasa (France et al., 2016). La cepa AB-1 de L. iners presenta el genoma de
Lactobacillus méas pequefio determinado hasta ahora, que consta de un solo cromosoma de ~1.3
Mbp (Vaneechoutte, 2017). Debido a la ausencia de acido D-lactico, la proporcién de &cido L-
lactico es insuficiente para inhibir la progresion de patdgenos (Zheng et al., 2021).

Aunque la presencia de L. iners sigue siendo objeto de debate, parece que su abundancia permanece
relativamente constante y no es desplazada por patdgenos. En casos de VB, L. iners, en lugar de L.
crispatus, suele coexistir con otras bacterias potencialmente dafiinas. La notable capacidad para

sobrevivir en diversas condiciones indica que esta especie puede ser un miembro importante de la
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defensa del huésped y puede ser un Lactobacillus simbiotico persistente (Petrova et al., 2017; Chee
et al., 2020; Zheng et al., 2021).

2.8 Microbioma Vaginal y su Relacion con la Diabetes Mellitus Gestacional

El embarazo se caracteriza por varios cambios metabdlicos que promueven la acumulacion de
tejido adiposo en los primeros meses, seguido de un aumento de la lip6lisis con el avance de la
edad gestacional (Grimes et al., 2000). La capacidad de la insulina para suprimir la lipdlisis
disminuye hacia el final del embarazo y se reduce ain mas en mujeres con DMG, lo que contribuye
a un aumento de los acidos grasos libres posprandiales, a la produccion de glucosa hepética y
resistencia a la insulina (Plows et al., 2018). Dado que la DMG se asocia con un control metabdlico
deficiente, un indice de masa corporal mas alto y una funcién leucocitaria alterada algunos estudios
han sugerido que la DMG se podria asociar con alteraciones de la microbiota e infeccion vaginal
(Mazziotti et al., 1997; Zhang et al., 2018). Un entorno hiperglucémico podria aumentar el riesgo
de la proliferacion y adherencia de bacterias patogenas y levaduras al tejido genital (Nyirjesy y
Sobel, 2013); sin embargo, son pocos estudios que abordan esta asociacion.

Zhang et al., (2018) analizaron secreciones vaginales de mujeres de etnia asiatica (11 sanasy 11
con DMG). Los autores reportan diferencias en la abundancia relativa de las especies de L.
crispatus 28.5%, L. iners 20.9% y L. acidophilus 13.7% en pacientes sanas, y L. acidophilus 28.3%,
L. crispatus 15.1%; y L. iners 12.8% en pacientes con DMG. Sin embargo, no se encontraron
diferencias significativas con respecto a la frecuencia de VB entre pacientes con DMG y mujeres
embarazadas sanas (Zhang et al., 2018).

Cortez y colaboradores en 2019 analizaron el microbioma vaginal, oral e intestinal de 26 mujeres
embarazadas con DMG y 42 paciententes embarazadas sanas, determinando que el analisis del
microbioma oral no mostré diferencias significativas en filos y géneros entre los grupos estudiados.
Por el contrario, las pacientes con DMG presentaron una composicion de microbioma vaginal e
intestinal especifica, que fue menos diversa que las encontradas en pacientes sanas, mostrando
géneros relacionados con la DV (Staphylococcus, Megasphaera y Enterococcus.) (Cortez et al.,

2018). La exploracién de las alteraciones del microbioma vaginal de las mujeres con DMG podria
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ayudar en la deteccion temprana y el tratamiento de la disbiosis para evitar resultados adversos en
el embarazo (Rafat, 2022).
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3. JUSTIFICACION

Durante el embarazo, el aumento en los niveles de progesterona y estrégenos mantiene las
estructuras microbianas estables, de baja riqueza y diversidad dominadas por Lactobacillus spp.
La DMG provoca un desequilibrio hormonal asocidndose con un mayor riesgo de complicaciones
maternas como el parto prematuro espontaneo, ruptura prematura de membranas y corioamnionitis,
por lo tanto, esta enfermedad podria ser un factor en la alteracion de la microbiota cervicovaginal.
Hasta la fecha no existen estudios que confirmen esta asociacion, por lo que es importante realizar
una investigacion utilizando tecnologia de nueva generacion para atender este problema de salud
publica, el cual esta presente en aproximadamente 30% de la poblacion mexicana. De existir
alguna asociacion entre la DMG y la microbiota cervicovaginal, en un futuro las mujeres que

padezcan esta enfermedad podrian recibir una mejor atencion ginecologica.
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4. HIPOTESIS

Dado que la Diabetes Mellitus Gestacional genera un ambiente hiperglucémico en el

epitelio vaginal, esto alterara la estructura de la microbiota cervicovaginal causando una disbiosis.
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5. OBJETIVOS

5.1. Objetivo General

Determinar si existen cambios en la microbiota vaginal que se asocien a condiciones de

disbiosis en las mujeres que presentan DMG.

5.2. Objetivos Especificos

Identificar los principales grupos taxonomicos a nivel filo, género y especie en mujeres
gestantes sanas y mujeres con DMG.

Realizar un analisis de metagendmica funcional para el estudio integral del microbioma y de
las interacciones huésped-microbioma.

Definir los tipos de estado comunitario (CSTs) en mujeres gestantes sanas y mujeres con
DMG.

Comparar el rendimiento de la secuenciacion shotgun y la secuenciacion ARNr 16S a nivel

género.
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6. METODOLOGIA

6.1. Participantes del Estudio y Muestreo

El reclutamiento de las pacientes que proporcionaron la muestra cervicovaginal, ademas de la
entrega y firma del consentimiento informado se realizdé por medio de médicos especialistas del
Colegio de Ginecologia (COGOMAZ) en Mazatlan, Sinaloa, México (Anexo 1). Los médicos
especialistas proporcionaron informacion de contacto y su cedula profesional, ademas se obtuvo
una copia del historial clinico.

Las mujeres que padecian DMG fueron diagnosticadas entre la semana 24 a 33 de gestacion de
acuerdo con los criterios de diagnostico de la OMS (World Health Organization Guideline, 2013)
(Cuadro 5). Las pacientes fueron agrupadas en dos categorias: el grupo DMG vy el grupo control
(sin DMG).

Los criterios de inclusion fueron presentar embarazo unico, edad mayor a 28 afios, diagndstico de
diabetes gestacional en la semana 24 a 33 de gestacion, mientras que los criterios de exclusion del
estudio fueron las pacientes que presentaban muerte intrauterina, embarazos multiples,
enfermedades o infecciones de transmision sexual, tratamiento antibiotico, hormonal y/o

reproduccion asistida.

Cuadro 5. Criterios médicos para el diagnostico de la DMG de acuerdo a la Organizacion Mundial
de la Salud (WHO, 2013). * Hemoglobina glucosilada

Curva de tolerancia a la glucosa con carga de 75 gr

* Glucosa en ayuno: > 92 mg/dL
* Alahora> 180 mg/dL

* A las dos horas> 153 mg/dL

* Insulina en ayuno: > 8 uU/mL
* HbAcl* >5.6

Este estudio fue aprobado por el Comité de Etica en Investigacion del CIAD (CE/002/2020)
(Anexo 1).
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Para la validacion estadistica del cuestionario, se utilizd el programa SigmaPlot (v12.0), Las
diferencias entre los grupos evaluadas (control y DMG) se realizo con la prueba de Fisher (p<0.05).
La toma de muestra se realiz6 el dia de la cita de cada paciente para su control prenatal, entre la
semana 24 a 33 de embarazo por medio de un médico especialista. Para obtener la muestra se
introdujo una citobrocha en el canal endocervical y se gir6 360 grados en direccion de las
manecillas del reloj de 3 a 5 veces (el procedimiento se describe en la figura 5), posteriormente se
insertd en un frasco estéril con etanol al 96%; las muestras se transportaron por medio de una

hielera y se almacenaron a -80°C en un ultracongelador hasta su procesamiento.

Cervix

A\ Vagina

Rectum

Figura 5. Procedimiento a seguir para la toma de frotis de la mucosa cervicovaginal (Tomado de
Winslow, 2009).

6.2 Aislamiento de ADN Bacteriano

El ADN microbiano total se extrajo utilizando el kit QIAamp DNA extraction mini Kit de QIAGEN
(QIAGEN®, Hilden, DEU) siguiendo las instrucciones del fabricante las cuales se encuentran en

el anexo 2.
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6.3 Concentracion e Integridad de ADN

La concentracion de ADN total se determiné por medio de un NanoDrop (DeNovix Inc,
Wilmington, DE), se coloc6 1 pL de la muestra y se registrd la concentracion (ng/pL) a 260 nm y
su pureza en relacion a 260/280 nm. Posteriormente se realiz6 una dilucion de 1:10 y las muestras
se almacenaron a -20°C.

Para analizar la integridad del ADN se corrié una electroforesis en un gel con una concentracion
de 0.7% por 35 minutos a 90 V (Figura 6).

M.PM 016 022 023 030 051 052 053 062 065 069 070 071 073 074

Figura 6. Integridad del ADN extraido de muestras cervicovaginales por medio del kit QIAmp
(QIAGEN). MPM inidca el marcador de peso molecular. Los nimeros identifican a las pacientes
que participaron en este estudio.

6.4 Amplificacion del Gen ARNr 16S por Reaccion en Cadena Polimerasa (PCR)

La regidn hipervariable V3 de tamafio ~150 pb del gen 16S ARNr fue amplificada por PCR
punto final (Cuadro 6). El protocolo de amplificacion fue de un ciclo a 95°C / 3 min, seguido de
35 ciclos de 95°C/30s, 58°C/30s, 72°C /30 sy un ciclo final de 72°C / 5 min.
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Cuadro 6. Reactivos utilizados en la PCR punto final.

Reactivos 1x
e H0 8.4 uL
e Buffer 5x 1.5 pL
e MgCl; 25 mM 1.6 uL
e dNTPs2.5mM 0.6 uL
e Primer Forward 10 uM 0.6 uL
e Primer Reverse 10 uM 0.6 pL
e Enzima Taq polimerasa 0.1 pL

Total: 13.4 pL

La preparacion de la mezcla maestra se utilizo la Tag Clontech Advantage® 2 Polymerase Mix con
los primers que se muestran en la Cuadro 7. Cada reaccion fue de 13.4 uL y se afiadié 1 uL. de ADN
(14.4 uL), se incluyd un control negativo y un positivo. Para la visualizacion de la ampliacion, se

prepard un gel de agarosa al 2% y se realizé una electroforesis a 90 V por 30 minutos.

Cuadro 7. Secuencias de los Primers V3 (indicados en rojo) con sus adaptadores Illumina (Huse
et al., 2008).

165 V3 338f |5’ TCGTCGGCAGCGTCAGATGTGTATAAGAGACAGACYCCTACGGGRGGCAGCAG ‘3
165_V3_533r [3° GTCTCGTGGGCTCGGAGATGTGTATAAGAGACAGTTACCGCGGCTGCTGGCAC ‘5

6.5 Preparacion de Bibliotecas y Secuenciacion

La preparacion de bibliotecas se llevo a cabo en la plataforma Illumina miniseq (San Diego, CA)
siguiendo el protocolo propuesto por el fabricante y de acuerdo a Enciso (2019) el cual se describe

brevemente.

6.5.1 Tagmentacién e Indexacion

La tagmentacion es el paso inicial en la preparacion de librerias donde el ADN no fragmentado se

escinde para su analisis, la fragmentacion del ADN se realiz6 mediante una técnica enzimatica
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(Nextera Illumina). Este método realiza cortes al azar en el ADN y al mismo tiempo afiade una
parte del adaptador. El resto del adaptador e indices (1(i7) y 2(i5)) se afiadieron por una PCR de
18 ciclos.

El ADN se ajust6 a una concentracion de 2 ng/uL y se agrego a un tubo de PCR 2.5 pL de Tagment
DNA Buffer (TD) junto con 2 uL del ADN ajustado a 2 ng/pL y se homogenizo por pipeteo. A la
mezcla se le agreg6 1 pL de Amplicon Tagment Mix (ATM), se mezcl6 por pipeteo y se centrifugo
a 280 fuerzas-g (RCF) por 1 minuto. Se ejecuto el siguiente programa de PCR: 55°C por 5 minutos,
mantener 10°C. Para detener la reaccion de tagmentacion se agregd 1 puL de Neutralize tagment
buffer (NT) y posteriormente se centrifugo a 280 fuerzas-g (RCF) por 1 minuto e incubd a
temperatura ambiente por 5 minutos. Para la indexacion de las muestras se agregaron 1.7 pL de
cada indice y 3 pL de master mix NPM, se mezclo por pipeteo, posteriormente se centrifugd a 280
fuerzas-g (RCF) por 1 minuto, después se realizo una PCR. El protocolo de amplificacion fue de
un ciclo a 72°C por 3 minutos, 95°C /30 segundos (s), seguido de 18 ciclos de: 95°C /10 s, 55°C /
30s, 72°C / 30 sy se mantuvo a 10°C.

6.5.2. Purificacion de Amplicones con Perlas Magnéticas Ampure

Se utilizaron las perlas Ampure XP beads a temperatura ambiente y se agitaron por medio de un
vortex por 30 segundos para resuspederlas. Se agregaron 0.6 pL de perlas Ampure XP beads por
cada pL de muestra tagmentada con la finalidad de obtener fragmentos menores a 300 pb, se
mezclé lentamente y se incubd por 5 minutos a temperatura ambiente. Los tubos se colocaron en
la gradilla magnética por 2 minutos, sin retirar el tubo de la gradilla y se retiré el sobrenadante de
cada tubo con ayuda de una micropipeta cuidando de no tocar las perlas magnéticas.

Se realiz6 un lavado con 200 L de etanol al 80% y se incubd por 30 segundos a temperatura
ambiente y se retiro el sobrenadante con una micropipeta. Los tubos se destaparon de 8 a 10
minutos para que se volatizara el etanol, después, se adicionaron 15 pL de Tris 10 Mm pH 8 0 agua
libre de nucleasas a cada tubo y se mezcl6 10 veces aproximadamente para resuspender la muestra.
Los tubos se incubaron a temperatura ambiente por 2 minutos, se colocaron los tubos nuevamente

en la gradilla magnética por 2 minutos o hasta que se aclar6 la muestra. Se transfirieron 14 pL del
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sobrenadante a un tubo limpio de 0.2 mL y se almacend a 4°C. El producto final del purificado se

visualiz6 en un gel de agarosa al 1%.

6.5.3 Preparacion del Pool

Las bibliotecas se diluyeron utilizando buffer de resuspension RSB, Tris 10 mM pH 8.5 o agua
libre de nucleasas a 10nM. Se tomo 5 ul de ADN diluido de cada libreria y se agruparon con indices
dependiendo del tamafio de las librerias. El pool purificado se utilizo a 4 nM.

Las bibliotecas se desnaturalizaron con NaOH 0.2 N (5 ul del pool purificado 4 nM y 5 ul de NaOH
0.2 N), se mezclo la solucion por medio de un vortex y se centrifugo a 280 fuerzas-g (RCF) por
Iminuto, después se incubd durante 5 minutos a temperatura ambiente con el fin de desnaturalizar
el ADN. La biblioteca desnaturalizada se preparé a 20 pM con 10 pl de ADN desnaturalizado y
990 ul del Buffer de hibridacion HT1.

El ADN desnaturalizado a 20 pM se colocé en hielo hasta que estuviera listo para proceder a la

dilucion final.

6.5.4 Dilucion y Desnaturalizacion del Control PhiX 10 nM.

La biblioteca Phix se preparé a 4 nM al mezclar 2 pl de control Phix 10 nM con 3 pl de agua libre
de nucleasas. Para desnaturalizar el control PhiX 4 nM con NaOH 0.2 N, realiz6 la siguiente
proporcién: 5 ul de control Phix 4 nM con 5 ul de NaOH 0.2 N y se homogenizo la solucion
mediante vortex. Posteriormente se centrifugd a 280 fuerzas-g (RCF) por 1 minuto.

Para desnaturalizar la libreria se incub6 durante 5 minutos a temperatura ambiente. La libreria
desnaturalizada se prepar6 a 20 pM de la siguiente manera: 10 pl del control PhiX se mezcl6 con
990 pl del Buffer de hibridacion HT1. EI ADN desnaturalizado a 20 pM se colocé en hielo para
proceder a la dilucién final. Una vez combinadas las librerias, se diluyo el pool final de 20 pM a 2

pM. Para obtener la concentracion deseada se mezclaron los siguientes volimenes: 60 ul de pool
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final a 20 pM con 540 pl de buffer de hibridacion HT1. El pool final se coloc6 en hielo, para
proceder con la desnaturalizacién térmica.

La desnaturalizacion térmica se realiz6 antes de cargar la liberia en el cartucho de reactivo del
equipo Illumina Miniseq, con la finalidad de asegurar una carga eficiente en la celda de flujo y el
pool final se incub6 a 96°C durante 2 minutos. Después de la incubacion, el tubo se invirtio 1 0 2
veces para mezclar, posteriormente se coloco el tubo en agua con hielo por 5 minutos. Para finalizar

se cargaron 500 p del pool final en el cartucho de reactivo del equipo Illumina Miniseq.

6.6 Anélisis Bioinformatico y Estadistico de la Amplificacion del Gen ARNr 16s

La secuenciacion (paired-end, ~150 bp) de los fragmentos se realizé en la plataforma MiniSeq
(Mlumina, San Diego, CA, USA) en el CIAD-Mazatlan. Se obtuvieron los archivos en formato
FASTQ y las secuencias fueron analizadas de acuerdo al protocolo de la paqueteria Divisive
Amplicon Denoising Algorithm 2 (DADA2 v1.24.0; Callahan et al., 2016), el cual se describe
brevemente; Las secuencias fueron filtradas eliminando lecturas cortas menores a 150 pb y bases
con una calidad Phred inferior a Q30. Las secuencias libres de quimeras fueron utilizadas para
generar las variantes de secuencias de amplicon (ASV por sus siglas en inglés). La Asignacion
taxonomica fue implementada con la base de datos SILVA v138 (Quast et al., 2013). Los analisis
fueron realizados en el lenguaje R v4.2.1, e implementados en RStudio v4.2.1.

Para evaluar la secuenciacion y comparar la riqueza observada entre comunidades que habian sido
muestreadas de forma desigual se realiz6 una curva de rarefaccién con el paquete Ranacapa v0.1.0
(Kandlikar et al., 2018). Los andlisis de abundancia relativa se calcularon a nivel de familia, la
gréfica de abundancia relativa fue generada con las 20 familias mas abundantes. La diversidad alfa
fue calculada con el indice de Shannon-Wiener y Chao 1, los cuales contemplan la riqueza y
abundancia de las especies (Cuadro 7). La estructura de la poblacion (diversidad beta) se calculd
con la distancia UniFrac (ponderada y no ponderada), y se implemento con los analisis de
coordenadas principales (PCoA). Los analisis se realizaron por medio de los paquetes Phyloseq
v1.40.0 (McMurdie y Holmes, 2013), DECIPHER v2.24.0 (Wright, 2016), Phangorn v.2.10.0
(Schliep, 2011) y Vegan (v2.6-2; Oksanen, et al., 2019). Las graficas fueron generadas con ggplot2
v3.3.6 (Wickham H. 2016).
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Cuadro 8. indices de diversidad alfa.

. _¢ JH(F-1)
'Sf.'Jmu] - buh.ﬂ-l- z{rﬁ_'_-]) )
Indice Chao 1: Donde Sobs es el nimero de OTUs observados, F1
es el nimero de singletons (OTUs observados una vez), y F2 es el nimero de doubletons

(OTUs observados dos veces).

H=-3(p; In p))
i=1 indice Shannon-Wiener: Donde s es el nimero de OTUs y Pi es
la abundancia proporcional de la especie.

Para determinar las diferencias estadisticas en la diversidad entre las pacientes (DMG vs grupo
control), los valores obtenidos con los indices de Shannon y Chao 1 fueron evaluados con ANOVA
de una via (p<0.05) y para determinar diferencias significativas de la abundancia de las lecturas
se realizo la prueba t de Student (t-test) (p<0.05), el anélisis se implemento en SigmaPlot (v12.0)
y R (v4.2.1). Para la diversidad beta se realizO un analisis de varianza multivariada
(PERMANOVA) (p<0.05) con 999 permutaciones para pruebas de significancia utilizando la
funcién adonis implementada en el paquete Vegan v2.6-2 (Oksanen, et al., 2019) del lenguaje R,

implementado en RStudio.
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Secuencias crudas formato FASTQ Phyloseq v1.40.0
(Rstudio) * Objeto Phyloseq
™| « indices de diversidad alfa y beta
\ » Graficas abundancia relativa, diversidad
Limpieza de secuencias alfa y beta (ggplot2 v3.3.6)
(DADAZ2 v1.24.0)
* Elimina bases menores a Q30 ‘
* Elimina bases menores a 150 pb Arbol filogenético
* Ensambla ambas secuencias (DECIPHER v2.24.0)
pareadas en un sola (Phangorn v.2.10.0)
* Elimina secuencias quimericas v
Curva de rarefaccion
! (Ranacapa v0.1.0)
Asignacion Taxondmica {
_ (SILVAv138) Indices de diversidad
« Clasifica todos los niveles desde Género (Vegan v2.6-2)
hasta Filo (Phyloseq v1.40.0)
y Y
[ Importar Metadata.txt I SigmaPlot
* t-test
* Prueba de la U de Mann-Whitney

Figura 7. Diagrama de flujo de analisis bioinformatico y estadistico de la secuenciacion del gen
ARNr 16S region V3.

Para determinar diferencias estadisticas en la comparacion de los métodos de secuenciacion se
realiz6 un andlisis de alfa diversidad de Shannon y Chao 1. Estos valores fueron evaluados con
ANOVA de una via (p<0.05) por medio de sigmaPlot. La generacion de graficas se genero por
medio del software PAST4 v.4.11.

6.7 Analisis Bioinformatico y Estadistico de la Secuenciacion Metagendmica (Shotgun)

Limpieza de secuencias:
La secuenciacion metagendmica también generd secuencias pareadas para cada muestra (total 28
archivos), correspondiendo a las secuencias Forward y Reverse. Para analizar la calidad de ambos

archivos se utiliz6 el programa FastQC v0.11.5 (Andrews, 2010) y por medio de la terminal linux
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se utilizo el script fastx_trimmer para eliminar secuencias con una calidad Phred inferior a Q20,
ademas de eliminar las secuencias cortas y adaptadores. Los archivos con terminacién R1y R2 se
convirtieron a formato FASTA por medio del script seqtk y posteriormente se concatenaron por
medio del comando cat.

Clasificacion Taxonomica

La clasificacion taxondmica se realizé en el servidor Biobacter del CIAD Unidad Mazatlan, por
medio del clasificador kraken2 v 0.1.0 (Wood & Langmead, 2019), las secuencias FASTQ fueron
comparadas por medio de la base de datos Standard, la cual utiliza informacion taxonémica de
NCBI, asi como los genomas completos de RefSeq para los dominios bacteria, arqueay virus, junto
con el genoma humano y posteriormente se descartaron las lecturas que correspondian al genoma
humano.

Anélisis taxondmico

Los resultados obtenidos del clasificador Kraken2 fueron evaluados en el lenguaje R
implementando RStudio, la abundancia relativa fue generada con las 20 familias mas abundantes
utilizando el paquete Phyloseq v1.40.0. Se realiz6 un andlisis de rarefaccion por medio del paquete
ampvis2 v2.7.31 (Albertsen, 2015).

La diversidad alfa se evalué por medio de los indices Chaol y Shannon-Wiener utilizando el
paquete Vegan v2.6-2 (Oksanen, et al., 2019) de Rstudio. Las graficas de abundancia relativa,
diversidad alfa y beta fueron generadas por medio de los paquetes ggplot2 v3.3.6 (Wickham, 2016)
y ampvis2 v2.7.31 (Albertsen, 2015).

Analisis estadistico

Las diferencias estadisticas en la diversidad entre las pacientes (DMG vs grupo control), los valores
obtenidos con los indices de Shannon-Wiener y Chaol fueron evaluados con una ANOVA de una
via (p<0.05), y para determinar diferencias significativas de la abundancia de las lecturas se realizd
la prueba t de Student (t-test) (p<0.05) utilizando los softwares SigmaPlot y Rstudio. Para
determinar diferencias significativas en la diversidad beta se realiz6 una PERMANOVA (p<0.05)
con 999 permutaciones para pruebas de significancia utilizando la funcién adonis implementada

en el paquete Vegan de R.
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Secuencias crudas formato FASTQ

¢ g —-[ Importar Metadata.txt ]

Y

Rstudio
* Objeto Phyloseq
* Curva de rarefaccion
« Indices de diversidad alfa y beta
» Graficas abundancia relativa, diversidad

Limpieza de secuencias
(fastx_trimmer)
= Busca adaptadores
« Elimina bases menores a Q20
« Elimina bases mas alla de 150
« Genera un nuevo archivo recortado de

) alfa y beta
salida + * PERMANOVA
[ FASTQ A FASTA ] A
- ‘ . SigmaPlot
Asignacion Taxonomica * t-test
(Kraken 2) + Anova de una sola via

« Utiliza la base de datos standard

+ Clasifica genomas bacterianos, arqueas, - -
y virus

« Tablas de OTUs

+ Graficos Krona

Figura 8. Diagrama de flujo de analisis bioinformatico y estadistico de la secuenciacion
metagendmica para la clasificacion taxonomica.

6.8 Clasificacion Funcional

Se realiz6 una limpieza de secuencias por medio del script fastx_trimmer y posteriormente se
agruparon las muestras en contigs para realizar el ensamble por medio del script
megahit_assembler.v0.0.1.sh (Li et al., 2015), en el servidor Biobacter del CIAD Unidad
Mazatlan, el script a su vez limpio las secuencias con ambigtiedades y los headers.

Una vez terminado el ensamble, se utilizd el script metagenomic_workflow.v0.4.1.sh
(Bioinformatica microbiana, 2022) el cual simplifica el mapeo de las secuencias a los contigs, crea
una base de datos de los contigs y asigna una taxonomia a cada gen para obtener una gréfica
interactiva de Anvio lista para analizar. Para la visualizacion se utilizo el programa Anvio7, el cual
se analiz6 desde la terminal Linux por medio de conda-7.

Se utilizd la base de datos KEGG (Kyoto Encyclopedia of Genes and Genomes) para visualizar
genes de resistencia y rutas metabodlicas. Una vez identificados se agruparon en bins de acuerdo al

mecanismo seleccionado y se observo la abundancia relativa en la muestra.
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Secuencias crudas formato FASTQ

7

Limpieza de secuencias
(fastx_trimmer)
+ Busca adaptadores
+ Elimina bases menores a Q20
+ Elimina bases mas alla de 150
+ Genera un nuevo archivo recortado de

salida
[ FASTQ) I
Ensamble
(MEGAHIT)
+ Limpieza de secuencias con
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+ Limpieza de Headers

‘—"‘[ metagenomic_workflow.v0.4.1.sh ]

Anvio -7
+ Base de datos KEGG
* Visualizacidn de genes de resistencia y
rutas metabélicas
» Abundancia relativa

Figura 9. Diagrama de flujo de analisis bioinformatico y estadistico de la secuenciacion

metagendmica para la clasificacién funcional.
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7. RESULTADOS

La secuenciacion del microbioma vaginal se realiz6 en 14 mujeres embarazadas (9
pacientes DMG y 5 grupo control), 13 de las cuales eran de nacionalidad mexicana y una de
nacionalidad cubana. El 88.8% de las pacientes con diabetes mellitus gestacional presentaban
antecedentes familiares de diabetes, mientras que el 40% de las pacientes control presentaron (P =
0.095) (Cuadro 9).

El andlisis entre el grupo control y DMG no presentaron diferencias estadisticas, solamente se
determinaron diferencias de acuerdo a la curva de tolerancia a la glucosa (P<0.05). Aunque no se
encontraron diferencias significativas, el grupo con diabetes mellitus gestacional presenté mayor
peso corporal en relacion al grupo control.

El factor de edad no presentd diferencias significativas, las pacientes del grupo con diabetes
mellitus gestacional se caracterizaron por tener mayor edad que el grupo control. Las pacientes con
diabetes mellitus gestacional también presentan un indice de masa corporal mas alto que el grupo

control aungque no mostra diferencias significativas (Cuadro 9).

Cuadro 9. Caracteristicas clinicas de las pacientes. Se realizd un test exacto de Fisher para la
validacion estadistica de las variables categdricas mientras que se realizé una prueba t de student
(t-test) para validacion de las variables numéricas. *curva de tolerancia oral a la glucosa. ** indice
de masa corporal.

Caracteristicas de las pacientes | Grupo DMG n=9 | Grupo Control n=5 P-value
Edad 34.222 + 4.177 31.8 +4.087 (P =0.316)
Peso 87.244 +22.499 | 71.82 £ 14.985 (P =0.198)
Altura 160.778 £8.273 | 159.8 + 7.950 (P =0.834)
Present6 Covid-19 4 (44.4%) 1 (20%) (P =0.580)
CTGO* (mg/dL) 106 + 8.948 83.64 £ 5.508 (P =<0.001)
CTGO 1hr (mg/dL) 213.811 +46.602 | 129.84 + 28.132 (P =0.003)
CTGO 2hrs (mg/dL) 197.7 + 58.715 120.02 £ 11.888 (P=0.014)
Antecedentes 8 (88.8%) 2 (40%) (P =0.095)
IMC** 33.307 £5.186 28.22 + 6.665 (P =0.137)
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Durante el embarazo 5 pacientes (1 del grupo control y 4 con DMG) padecieron COVID-19 (1gG
positivo) sin complicaciones aparentes. De acuerdo a Celik y colaboradores (2022), la composicién
de la microbiota vaginal se ve afectada desfavorablemente por la enfermedad de COVID-19. La
composicién de la microbiota vaginal en el contexto de COVID-19 se puede observar en el Anexo
1.

En el grupo de diabetes mellitus gestacional, 6 pacientes presentaron obesidad, mientras que las 3
restantes presentaron sobrepeso. La obesidad (IMC > 30 kg/m?) representa un factor de riesgo
importante para la DMG debido a que las mujeres obesas tienen aproximadamente un 40% mas de
resistencia a la insulina en comparacion con las mujeres de peso normal (Yong et al., 2020;
Rahnemaei et al., 2022). En el grupo control solo una paciente tuvo un IMC normal, mientras que
3 pacientes presentaron sobrepeso y una paciente obesidad (Cuadro 10).

7.1 Secuenciacion V3 del Gen ARNr 16S

Las 14 muestras empleadas en la secuenciacion de la region V3 del gen ARNr 16S generaron
869,122 (~150 pb) secuencias. Las secuencias libres de quimeras correspondieron al 84% de las
secuencias obtenidas. EI promedio de las longitudes de las secuencias tipo de cada ASV detectado
fue de 189 pb libres de quimeras. El analisis implementado con DADA2 generd 297 ASVs (Cuadro
10).

Cuadro 10. indices de masa corporal y lecturas totales después de los procesos de limpieza y
eliminacion de chimeras para cada muestra.

Cadigo IMC Clasificacion Lecturas
DMGO016 32.81 Obesidad 43,447
DMG022 26.56 Sobrepeso 78,179
DMGO030 43.93 Obesidad 71,465
DMGO051 29.42 Sobrepeso 52,102
DMG052 32.89 Obesidad 69,010
DMGO053 32.67 Obesidad 48,647
DMG069 29.18 Sobrepeso 42,738
DMGO073 34.19 Obesidad 2,648
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DMGO074 38.11 Obesidad 27,670
CTR023 28.34 Sobrepeso 64,717
CTRO062 38.89 Obesidad 49,540
CTR065 20.72 Normal 54,759
CTRO070 27.62 Sobrepeso 36,016
CTRO71 25.53 Sobrepeso 42,231

7.1.1 Anélisis de la Representatividad de Secuenciacion

Para evaluar las comunidades bacterianas que han sido muestreadas de forma desigual

y determinar la eficiencia del muestreo, se realizé una curva de rarefaccion (relacion

del esfuerzo de secuenciacion con el niumero estimado de especies). EIl analisis de

rarefaccion mostro que la mayoria de las muestras alcanzaron la asintota a ~12,000

secuencias (Figura 10), lo que indica que la profundidad de secuenciacion fue

suficiente para capturar la diversidad microbiana. La muestra DMGO073 presentd pocas

lecturas sin embargo, alcanzo la asintota por lo que no se esperaba encontrar ASV

adicionales al aumentar la profundidad de secuenciacion.

Species Richness

R L i o L L I T Y A |

U Sequence éé]‘ﬁple Size

Paciente
CTR23
CTR&2
CTR65
CTRT0

a- CTRT
a- DMG16
a- DMG22
a- DMG30
a DMGS51
5 DMGS2
DMG53
DMGES
DMGT3
DMGT4

Figura 10. Curva de rarefaccion de la riqueza de especies en cada muestra. Se puede observar que
después de las doce mil secuencias se alcanzo la asintota.
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7.1.2 Composicion Taxondmica de la Microbiota: Phyla

Las secuencias se clasificaron en un total de 10 filos por cada muestra (Figura 11), el 88.55% de
los ASVs fueron asignados a nivel Phyla y los tres principales taxones en el grupo control fueron
Firmicutes (76.05%), Actinobacteriota (23.66%) y Proteobacteria (0.16%), mientras que en el
grupo DMG los phyla de mayor abundancia relativa también fueron Firmicutes (78.76%), seguido
de Actinobacteriota (16.80%) y por Gltimo Proteobacteria (2.75%), (Cuadro 11).

Phyla con mayor abundancia relativa

Control \ DMG
I
Phylum
Actinobacteriota
g Bacteroidota
: Bdellovibrionota
2 Cyanobacteria
& Firmicutes
Fusobacteriota
£ Patescibacteria
< Proteobacteria
| SAR324 clade(Marine group B)
Synergistota
(2] o 0 o \E; © ~N o = o m (2] [l <
N © © ~ ~ \ o (] 0 n n © ~ ~
E g E E £ 289§ 8999 ¢
o o o O O 0 0 o o o o o o o

Muestras

Figura 11. Composicion taxondmica, los colores representan los 10 phyla con mayor abundancia
relativa (%). Las muestras se indican en el eje de las x.

El phylum Firmicutes se detectdé con mayor abundancia en todas las muestras, sin embargo en el
grupo control no dominaba en una paciente CTR70 (3.71%), siendo Actinobacteriota el phylum
con mayor abundancia relativa (96.15%). En un microbioma disbiotico existe una diversidad de
bacterias que se caracterizan por el phylum Actinobacteriota, esto incluye las especies G. vaginalis
y A. vaginae (Lewis et al., 2016). Al comparar los 10 phyla identificados en el ecosistema vaginal,
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en el grupo con DMG, Firmicutes no dominaba en dos pacientes DMG16 (18.53%) y DMGO053

(20.16%), destacando Actinobateriota como el phylum de mayor abundancia relativa en ambas

pacientes.
Cuadro 11. Abundancia relativa de los filos mas abundantes

Phyla DMG Control
Firmicutes 78.76% 76.06%
Actinobacteriota 16.80% 23.66%
Bacteroidota 2.75% 0.08%
Fusobacteriota 0.90% 0%

Proteobacteria 0.65% 0.16%
Patescibacteria 0.068% 0.005%
Cyanobacteria 0.05% 0.005%
Synergistota 0% 0.002%
Bdellovibrionota 0% 0.001%
SAR324 clade(Grupo marino B) 0% 0.001%

7.1.3 Composicién Taxondmica de la Microbiota: Familia

Las Familias mas abundantes en el grupo control fueron Lactobacillaceae (75.85%), Atopobiaceae
(16.95%) y Bifidobacteriaceae (6.64%). En el grupo con DMG fueron Lactobacillaceae (66.88%),
Bifidobacteriaceae (14.03%) y Enterococcaceae (10.15%). EI 83% de los ASVs fueron asignados

a nivel de familia.
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Familias con mayor abundancia relativa
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Figura 12. Composicién taxondmica, los colores representan
abundancia relativa (%). Las muestras se indican en el eje x.

las 15

Faniy
Atopobiaceae
Bifidobacteriaceae
Clostridiaceae
Enterococcaceae
Famiy XI
Hungateiclostridiaceae
Lachnospiraceae
Lactobacilaceae
Leptotrichiaceae
Mycoplasmataceae
Prevotellaceae
Propionibacteriaceae
Spirosomaceae
Streptococcaceae
Veilonellaceae

familias con mayor

Lactobacillaceae fue la familia dominante en la mayoria de las muestras del grupo control, excepto

en la muestra CTRO70 (Figura 12) debido a que mostraba una mayor abundancia de Atopobiaceae

(84.44%). De acuerdo con el analisis de abundancia relativa, la familia mas abundante fue

Lactobacillaceae, sin embargo con diferente porcentaje (75.85% y 66.88%) en el grupo control y

DMG respectivamente (Cuadro 12).
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Cuadro 12. Abundancia relativa de las 15 familias mas abundantes

Familia DMG Control
Lactobacillaceae 66.96% 75.85%
Atopobiaceae 2.31% 16.95%
Bifidobacteriaceae 14.04% 6.64%
Enterococcaceae 10.15% 0%
Prevotellaceae 2.71% 0.01%
Veillonellaceae 1.10% 0.07%
Mycoplasmataceae 0.04% 0.03%
Leptotrichiaceae 0.90% 0%
Spirosomaceae 0.05% 0.06%
Clostridiaceae 0.07% 0%
Eggerthellaceae 0.05% 0%
Lachnospiraceae 0.22% 0.04%
Family XI 0.17% 0.007%
Hungateiclostridiaceae 0.13% 0.002%
Streptococcaceae 0.03% 0%

Las muestras del grupo DMG que no presentaron una abundancia relativa mayor al 20% de
Lactobacillaceae fueron las pacientes DMG16 (5.66%), DMG53 (17.57%) y DMG73 (0%), sin
embargo, una paciente (DMG22) presenté 100% de abundancia relativa. Las pacientes con DMG
que presentaron mas del 90% de abundacia relativa de la familia Lactobacillaceae fueron DMG22
(100%), DMG30 (99.80%), DMG51 (99.95%), DMG53 (99.34%) y DMG69 (99.13%).

La familia Enterococcaceae mostro una abundancia de 9.16% en el grupo DMG mientras que en
el grupo control no se encontro esta familia, sin embargo, este porcentaje se debe a que una sola

paciente presentd un microbioma dominado por esta familia, la paciente DMG73 (82.51%).

7.1.4 Composicién Taxondmica de la Microbiota: Género

Se detectaron 77 géneros EI 76% de los ASVs fueron asignados a nivel de género.
Los géneros mas abundantes en el grupo control fueron Lactobacillus (75.56%),
Atopobium (9.93%) y Gardnerella (7.56%), en el grupo DMG, los géneros mas
abundantes fueron Lactobacillus (66.5924%), Enterococcus (10.188%) y
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Bifidobacterium (8.8892%) (Figura 13).
Géneros con mayor abundancia relativa
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Figura 13. Composicion taxondmica, los colores representan los 1
relativa (%).Las muestras se indican en el eje x.
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géneros con mayor abundancia

El género Enterococcus se ha asociado regularmente a infecciones urinarias, ademas, en mujeres
embarazadas se asocia a riesgos de parto prematuro, corioamnionitis y funisitis del feto, o también
en general a displasia cervical (Vazquez et al., 2019), sin embargo el porcentaje alto de
Enterococcus se debe a la paciente DMG73% al presentar una abundancia relativa de 91.69%
(Cuadro 13).

El género Lactobacillus fue el mas abundante en muestras del grupo control, en rangos de 96 a
99% en las pacientes CTR23 (99.93%), CTR62 (96.76%) y CTR65 (98.56%). La paciente CTR71
presentd una abundacia de Lactobacillus de 78.24% seguido de Gardnerella con 21.27% y la
paciente CTR70 mostro una baja abundancia de Lactobacillus (4.29%).

Dentro del grupo con DMG, las pacientes DMG22 (99.83%), DMG30 (99.70%), DMG51
(98.59%), DMG52 (99.28%) y DMG69 (99.48%) también presentaron una abundancia relativa
mayor al 90% del género Lactobacillus. Se encontraron diferencias en la composicion bacteriana
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y una mayor abundancia relativa en el grupo con diabetes mellitus gestacional a comparacion del
grupo control, en el cual se observan en mayor abundancia los géneros Lactobacillus, Atopobium,
Gardnerella y Coriobacteriaceae UCG-002 que constituyen un 98.7857% del microbioma total,
sin embargo no fueron significativas (Figura 14).

Geéneros con mayor abundancia relativa
[ Control Il DMG

Genus

| Atopobium

_| Bifidobacterium

_| Clostridium sensu stricto 1

U Dialister

| Enterococcus

_| Fastidiosipila

_| Gardnerella

_| Howardella
HT002
Lactobacillus

_| Megasphaera

_| Parvimonas

| Prevotella

| Sneathia

[ Streptococcus

Abundancia Relativa (%)

Control
DMG

Muestras

Figura 14. Grafica de abundancia relativa que muestra las diferencias entre el grupo control y el
grupo DMG con respecto a la categoria taxondmica de Género.

De acuerdo a la prueba estadistica de t de Student que se realizo con las lecturas, no se determinaron

diferencias significativas entre los géneros principales.

Cuadro 13. Prueba t de student para los 15 géneros con mayor abundancia de lecturas, para la
normalizacion de los datos se realiz6 un test de Shapiro.

Género (Valor de P) DMG Control Valor de P
Lactobacillus 66.59% 75.56% P =0.920
Enterococcus 10.18% 0% P=0.478
Gardnerella 5.75% 7.56% P=0.769
Bifidobacterium 8.88% 0.08% P=0.481
Atopobium 1.15% 9.93% P =0.292
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Coriobacteriaceae UCG-002 0.61% 5.72% P=0.284
Prevotella 2.20% 0.005% P=0.477
Sneathia 1.07% 0% P =0.475
Megasphaera 0.98% 0% P=0.476
HTO002 0.47% 0.62% P =0.990
Howardella 0.22% 0.06% P=0.516
Parvimonas 0.20% 0% P=0.478
Dialister 0.16% 0.007% P =0.464
Fastidiosipila 0.14% 0% P=0.472
Clostridium sensu stricto 1 0.07% 0% P =0.462

De acuerdo con el analisis de abundancia relativa se puede observar que dentro de los 15 géneros

mas abundantes entre los dos grupos, Lactobacillus presenta mayor abundancia sin embargo

difieren en porcentaje (75.56% y 66.59%) entre el grupo control y DMG respectivamente). Es

importante mencionar que Sneathia y Megasphaera son géneros caracteristicos de la VB y no estan

presentes en el grupo control.

Por ultimo, aunque no se observaron diferencias significativas, destaca una mayor abundancia de

géneros anaerobicos (Sneathia, Megasphaera y Parvimonas) en pacientes con DMG.

7.1.5 Analisis de Alfa Diversidad

Los indices de diversidad de Chao 1 mostraron mayor diversidad microbiana vaginal en el grupo

DMG en comparacion con el grupo control, sin embargo no presentaron diferencias significativas
(Chaol, ANOVA de una sola via, P = 0.491).
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p=0.491

201 ‘

Control DMG

Figura 15. Boxplot de los valores de los indices de riqueza Chao 1. Los cuadros representan las
distribuciones del indice de diversidad y muestran la mediana de cada grupo, la linea superior
indica los resultados de la ANOVA de una sola via.

Este indice se basa en el concepto de que los taxones raros aportan la mayor parte de la informacion
sobre el niumero de taxones faltantes. Este indice otorga mas peso a los taxones de baja abundancia
(Chao, 1984).

Cuadro 14. Resultados del ANOVA de una sola via (media + desviacion estandar). Se realiz6 una
prueba Post-hoc de Tuckey.

Chaol (P =0.491)
Control 32.000 + 18.322

DMG  27.000 + 15.476

El indice de diversidad de Shannon-Wiener no mostré diferencias significativas (ANOVA, P =
0.24), sin embargo, de acuerdo a la representacion grafica boxplot, se puede observar que el grupo

con diabetes gestacional presenta mayor diversidad bacteriana en comparacién del grupo control.

59



p=0.24

Figura 16. Boxtplot de los valores de los indices de riqueza de Shannon-Wiener. Los cuadros
representan las distribuciones del indice de diversidad y muestran la mediana de cada grupo, la
linea superior indica los resultados de la ANOVA de una sola via.

Cuadro 15. Resultados del ANOVA de una sola via (media + desviacion estandar). Se realiz6 una
prueba Post-hoc de Tuckey.
Shannon-Wiener (P =0.24)
Control 1.523 +0.228

DMG 1.915+0.6275

7.1.6 Andlisis de Beta Diversidad

El analisis de PCoA-UniFrac ponderado, el cual utiliza informacion filogenética y de abundancia
relativa, no revel6 una separacion clara de las comunidades microbianas del microbioma vaginal.
Esto se confirmé estadisticamente con la prueba no paramétrica de adonis (UniFrac Ponderado,
PERMANOVA, P=0.935).

De acuerdo al analisis de coordenadas principales ponderado de la distancia UniFrac, podemos

observar que los dos primeros ejes constituyen un 82.1% de la varianza, representados
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individualmente entre paréntesis junto a PCoA 1y PCoa 2.

PCoA-UniFrac ponderado 1:2

Tipo_de_paciente
Control
DMG

PCoA 2

02 0.0 0.2 D4 0.6
PCoA 1

Figura 17. Diagrama PCoA-UniFrac ponderado, que muestra la separacion de las muestras control
(naranja) y DMG (verde). La figura muestra los ejes PCoA 1 (52.3%) y PCoA 2 (29.8%), mientras
que los ejes 1:3 y 2:3 se encuentran en el Anexo 4.

Al realizar el analisis de coordenadas principales no ponderado (PCoA-UniFrac no ponderado) no
se encontraron diferencias significativas entre los grupos control y DMG. Esto se confirmo
estadisticamente con la prueba no paramétrica de adonis (PCoA-UniFrac no ponderado,
PERMANOVA, P=0.961).

Se puede observar que los dos primeros ejes constituyen un 73.1% de la varianza, representados

individualmente entre paréntesis junto a PCoa 1y PCoa 2.
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Figura 18. Diagrama PCoa-Unifrac no ponderado, que muestra laseparacion de las muestras
control (rojo) y DMG (azul). La figura muestra los ejes PCoA 1 (56.4%) y PCoA 2 (16.7%),
mientras que los ejes 1:3 y 2:3 se encuentran en el Anexo 4.

7.2. Resultados de la Secuenciacion Metagendémica

La secuenciacion del microbioma vaginal por medio de la secuenciacion shotgun, dio como
resultado un promedio de de 1°183,289 secuencias. Un total de 14 muestras fueron clasificadas por

medio de Kraken utilizando la base de datos standard.

Cuadro 16. Cantidad de secuencias metagendmicas por muestra.

Muestras Secuencias
CTR23 1,466,804
CTR62 1,252,512
CTR65 932,000
CTR70 1,242,344
CTR71 587,042
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DMG16 1,511,008
DMG22 1,103,074
DMG30 1,348,180
DMG51 985,778
DMG52 1,217,808
DMG53 1,529,864
DMG69 1,087,204
DMG73 1,167,010
DMG74 1,100,906

A diferencia de la secuenciacion ARNr 16S, la secuenciacion metagendmica analiza el genoma, lo

que significa que también puede identificar genes de distintos tipos de microorganismos y sus

funciones.

7.2.1 Analisis de la Representatividad de Secuenciacion

El andlisis de rarefaccion mostré que las curvas para cada muestra no alcanzaron la asintota.

Aparentemente la muestra DMG16 presenta una mayor riqueza de especies en comparacion con

las otras muestras.
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Paciente
cTR22
CTRE2
CTRES
CTRT

CTRT

Speches Richness

Sequence Sample S
Figura 19. Curva de rarefaccion de la riqueza de especies, cada curva representa un metagenoma
individual. A medida que aumenta el nimero de secuencias de una muestra, aumenta el nimero de
OTUs.

La metagendmica secuencia indiscriminadamente todo el material de ADN en una muestra y, por
lo tanto, generalmente requiere mayor profundidad por muestra para encontrar identificadores

taxondmicos unicos (Zaheer et al., 2018).

7.2.2 Abundancia Relativa: Especie

A nivel de Especie, las especies con mayor abundancia relativa en el grupo control fueron
Lactobacillus crispatus (32.55%), Fannyhessea vaginae (15.48%) y Lactobacillus iners (10.93%).
Mientras que dentro del grupo con DMG las especies mas abundantes fueron Lactobacillus
crispatus (37.42%), Lactobacillus jensenii (7.01%) y Bifidobacterium dentium (6.83%) (Figura 20,
Cuadro 20).
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Especies mas abundantes
Conto [ MG

Specis
Bifidobacterium dentium
Fannyhessea vaginae
Gardnerella leopoldii
Gardnerella piofii
Gardnerella vaginalis
Lactobacillus amylovorus
Lactobacillus crispatus
Lactobacillus gasseri
Lactobacillus iners
Lactobacillus jensenii

_| Lactobacillus johnsonii
Limosilactobacillus vaginalis
Neisseria gonorrhoeae
Prevotella buccalis
Prevotella denticola
Prevotella intermedia
Prevotella melaninogenica
Prevotella scopos
Sneathia vaginalis
Spirosoma sp. CJU-R4

Abundancia Relativa (%)
&

s N v o - ®»® N O = N o o o =

PoF F P B s b iiioiogogos

s & B & & = 3 F 2 2 £ ¥ 2 2

¢ o o o 0 5 § 6 & 6 b 0 b6 0o
estras

Figura 20. Composicion taxonomica, los colores representan las 20 especies con mayor
abundancia relativa (%).Las muestras se indican en el eje x.

Cuadro 17. Especies del género Lactobacillus que se encontraron en ambos grupos.

Especie Grupo Control Especie Grupo DMG
Lactobacillus crispatus 32.55% Lactobacillus crispatus 37.42%
Lactobacillus iners 10.93% Lactobacillus jensenii 7.01%
Lactobacillus johnsonii 10.50% Lactobacillus johnsonii 5.98%
Lactobacillus taiwanensis 1.04% Lactobacillus gasseri 3.26%
Lactobacillus jensenii 0.40% Lactobacillus iners 1.21%
Lactobacillus paragasseri 0.23% Lactobacillus amylovorus 0.78%
Lactobacillus amylovorus 0.16% Lactobacillus paragasseri 0.65%
Lactobacillus gasseri 0.15% Lactobacillus taiwanensis 0.40%
Lactobacillus acidophilus 0.15% Lactobacillus helveticus 0.38%
Lactobacillus intestinalis 0.13% Lactobacillus delbrueckii 0.11%
Lactobacillus delbrueckii 0.10% Lactobacillus intestinalis 0.10%
Lactobacillus kefiranofaciens 0.06% Lactobacillus acidophilus 0.08%
Lactobacillus helveticus 0.03% Lactobacillus gallinarum 0.01%
Lactobacillus ultunensis 0.01% Lactobacillus ultunensis 0.01%
Lactobacillus amylolyticus 0.01% Lactobacillus acetotolerans 0.01%
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Lactobacillus panisapium 0.006% Lactobacillus amylolyticus 0.008%
Lactobacillus acetotolerans 0.003% Lactobacillus sp. CBA3606 0.006%
Lactobacillus gallinarum 0% Lactobacillus kefiranofaciens 0.006%
Lactobacillus sp. CBA3606 0% Lactobacillus panisapium 0.002%

De acuerdo a la prueba estadistica de t de Student que se realizo con las lecturas, no se determinaron

diferencias significativas entre las especies mas abundantes (Cuadro 21).

Cuadro 18. Prueba t de student para las 20 especies mas abundantes, para la normalizacion de los
datos se realizd un test de Shapiro.

Especie DMG Control Valor de P
Lactobacillus crispatus 37.42% 32.55% P =0.634
Fannyhessea vaginae 4.46% 15.48% P =0.634
Lactobacillus iners 1.21% 10.93% P =0.634
Lactobacillus johnsonii 5.98% 10.50% P =0.854
Gardnerella vaginalis 2.02% 8.96% P =0.890
Gardnerella piotii 0.61% 2.29% P =0.988
Limosilactobacillus vaginalis 2.90% 2.26% P =0.338
Spirosoma sp. CJU-R4 1.57% 0.60% P=0.725
Lactobacillus jensenii 7.01% 0.40% P =0.538
Prevotella scopos 0.23% 0.36% P=0.521
Sneathia vaginalis 1.34% 0.35% P =0.464
Gardnerella leopoldii 0.18% 0.20% P =0.544
Lactobacillus amylovorus 0.78% 0.16% P =0.442
Lactobacillus gasseri 3.26% 0.15% P =0.349
Neisseria gonorrhoeae 4.86% 0.11% P =0.291
Prevotella denticola 0.22% 0.06% P =0.488
Prevotella buccalis 2.44% 0.04% P=0.477
Prevotella intermedia 0.18% 0% P=0.477
Bifidobacterium dentium 6.83% 0.02% P=0.478
Prevotella melaninogenica 0.28% 0% P =0.460

7.2.3 Tipos de Estado Comunitario (CSTs)

El analisis taxondmico a nivel especie reveld siete tipos de estado comunitario que estaban

presentes en todas la pacientes. Los taxones principales en las mujeres embarazadas se
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representaron mediante un mapa de calor (Figura 24).Cuatro de estos CSTs presentaron una
abundancia relativa alta de especies de Lactobacillus. De acuerdo con estudios previos, se
nombraron de la siguiente manera: CST | dominado por L. crispatus, CST Il dominado por L.
gasseri/L. jhonsonii, CST Il dominado por L. iners y CST V dominado por L. jensenii. Los CST
I 'y IV fueron mas comunes, sin embargo CST IV también conocido como microbioma vaginal
similar a VB, se dividi6 en tres subtipos de acuerdo a los estudios de Molina y colaboradores en
2022, CST IV-A (abundancia de las especies Gardnerella vaginalis, Atopobium vaginae y
Prevotella spp.), CST IV-C (no presenta especies de Lactobacillus y CST IV-D (presenta
Bifidobacterium dentium y Gardnerella vaginalis).

Tipos de estado comunitario (CSTs)

CSsT CSsT
B T I sample a0 CST_|
Lactobacillus crispatus CSsT_Il
0 CST_IIl
Lactobacillus johnsonii CST VA
Fannyhessea vaginae 40 CST_IVC
. CST_IVD
MNeisseria gonorrhoeae 20 csST v
Bifidobacterium dentium
o Sample
Lactobacillus jensenii CTR23
CTR62
Lactobacillus iners CTRES
Gardnerella vaginalis CTR70
X CTR71
Prevotella buccalis DMG16
Gardnerella piotii DMG22
DMG30
Spirosoma sp. CJU-R4 DMGE1
Sneathia vaginalis DMGE2
DMGS3
Lactobacillus amylovorus DMGES
Prevotella scopas DMGT3
[ DMGT4

Gardnerella leopoldii
Prevotella intermedia
Prevotella melaninogenica
Prevotella denticola

Limosilactobacillus vaginalis
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Figura 21. Mapa de calor de la composicion de la microbiota cervicovaginal de las 20 especies
mas abundantes y agrupacion de tipo de estado comunitario (CST).
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7.2.4 Diversidad Alfa

Los indices de diversidad de Chao 1 no mostraron diferencias significativas (Chaol, ANOVA de
una sola via, P = 0.652) (Figura 22, Cuadro 19).

Diversidad alfa indice Chao 1

p=0.652

300

Chao1 Index

100 | | ‘

Control DMG

Figura 22. Boxtplot de los valores de los indices de riqueza de Chaol. Los cuadros representan las
distribuciones del indice de diversidad alfa y muestran la mediana de cada grupo. La linea inferior
indica los resultados de la ANOVA de una sola via.

Cuadro 19. Resultados del ANOVA de una sola via (media + desviacion estandar). Se realiz6 una
prueba Post-hoc de Tuckey.
Chao 1 (P=0.652)
Control 114.645 + 41.131
DMG 132.807 + 81.043

El indice de diversidad de Shannon-Wiener es una medida de diversidad que combina la riqueza
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de especies y sus abundancias relativas. Este indice tampoco mostrd diferencias significativas
(Shannon, ANOVA de una sola via, P = 0.775) (Figura 23, Cuadro 20).

Diversidad alfa indice Shannon

p=0.775

Shannon Index
[N

Control DMG

Figura 23. Boxtplot de los valores de los indices de Shannon. Los cuadros representan las
distribuciones del indice de diversidad alfa y muestran la mediana de cada grupo. La linea inferior
indica los resultados de la ANOVA de una sola via.

El indice de Shannon indica el nimero total de taxones en la muestra y su porcentaje. Mayor sea

la diversidad de la comunidad y a su vez mas uniforme la distribucion, mayor sera el indice.

Cuadro 20. Resultados del ANOVA de una sola via (media + desviacion estandar). Se realiz6 una
prueba Post-hoc de Tuckey.

Shannon-Wiener (P=0.775)

Control 1.404 +0.663

DMG 1.530 + 0.828
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7.2.5 Diversidad Beta

El indice Bray Curtis se basa en datos de abundancia y mide la disimilitud de composicion entre
las comunidades microbianas Al realizar el analisis de coordenadas principales no se determind
una disimilitud entre los grupos. Esto se confirmo estadisticamente con la prueba no paramétrica
de adonis (Braycurtis, UniFrac, PERMANOVA, P=0.661).

Se puede observar que los dos primeros ejes constituyen un 88.5% de la varianza, representados
individualmente entre paréntesis junto a PCoA 1y PCoA 2 (Figura 24).

FCoA Bray-Curtis 1:2

4
0.25
A
F Y
L A ) )
ol T[pﬂ_d E_F'ECIEI’IT.E
§ 0.00 A ® Control
o ad A DMG
A
L J
-0.25-
L " Y
- Ur 2 Urﬂ Urz I:lr-'l
PCoA1

Figura 24. Diagrama de coordenadas principales Bray Curtis que muestra la separacién de las
muestras control (rojo) y DMG (azul). ). La figura muestra los ejes PCoA 1 (30.7%) y PCoA 2
(17.9%), mientras que los ejes 1:3 y 2:3 se encuentran en el Anexo 5.
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7.2.6 Comparacion de los Métodos de Secuenciacion

El indice Chao 1 mostrd valores altos en la secuenciacion shotgun en referencia a los resultados de

la secuenciacion del gen ARNr 16S (Anova de una sola via, Control, P = 0.015; DMG, P = 0.001).

Diversidad alfa indice Chao1

T
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120+
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\ | . "\
| | 4
£0 | | 5\ l

40

204

Shotgun CTR
shotgun DMG
165 CTR

165 DMG

Figura 25. Boxtplot de los valores de los indices de riqueza de Chaol. Los cuadros representan las
distribuciones del indice de diversidad alfa y muestran la mediana de cada grupo.

El indice de diversidad de Shannon-Wiener solo mostro6 diferencias significativas dentro del grupo
DMG (ANOVA de una sola via, P =0.031).
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Figura 26. Boxtplot de los valores de lo
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distribuciones del indice de diversidad alfa y muestran la mediana de cada grupo.

s indices de Shannon. Los cuadros representan las

La ANOVA de una via mostro diferencias significativas en cuanto a los métodos de secuenciacion

a nivel de género (P<0.005) (Cuadro 21). La secuenciacion Shotgun identifico mayor riqueza

(indice Chao 1) en el grupo control y DMG en comparacion con el método de secuenciacion ARNr

16S (P= 0.015, P= 0.001). Sin embargo el indice Shannon-Wiener mostr6 menor diversidad de

géneros con respecto a la secuenciacion Shotgun de las pacientes del grupo DMG (P=0.031).

Cuadro 21. Resultados del ANOVA de una sola via (media + desviacion estandar). Se realizé una

rueba Post-hoc de Tuckey.

Secuenciacion

Chao 1 (media £

Shannon-Wiener (media

desviacion estdndar) Valor de P * desviacion estandar) Valor de P
Shotgun CTR 70.255 + 20.988 P =0.015 1.106 + 0.509 P =0.085
ARNTr 16S CTR 33.80 + 15.959 1.587 +0.204
Shotgun DMG 67.00 + 43.959 P =0.001 1.163 +£0.782 P =0.031
ARNTr 16S DMG 27.00 + 14.352 1.944 +0.603
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7.3 Metagenomica Funcional

El anélisis funcional se realiz6 con Anvio 7 y no se encontraron genes de resistencia antibidtica,
solamente se identificaron un total de 53 funciones metabolicas en todas las muestras, esto se debe
probablemente a la contaminacion de ADN humano el cual mostraba un promedio de 1, 056,448.14
de lecturas por paciente (Figura 27, Cuadro 22).

Cuadro 22. Identificacion de vias funcionales

Kegg ID Funcion
MO00001 Glucolisis (via de Embden-Meyerhof), glucosa => piruvato

MO00002 Glucolisis, modulo central en el que intervienen compuestos de tres carbonos
MO00003 Gluconeogenesis, oxalacetato => fructosa-6P
MO00009 Ciclo del citrato (ciclo TCA, ciclo de Krebs)
MO00011 Ciclo del citrato, oxidacion del segundo carbono, 2-oxoglutarato =>

oxaloacetato
MO00005 biosintesis de PRPP, ribosa 5P => PRPP

MO00308 Via semifosforilativa Entner-Doudoroff, gluconato => glicerato-3P

MO00552 Degradacion del D-galactonato, via De Ley-Doudoroff, D-galactonato =>
glicerato-3P

MO00550 Degradacion del ascorbato, ascorbato => D-xilulosa-5P

MO00854 Biosintesis del glucdgeno, glucosa-1P => glucogeno/almiddn

MO00855 Degradacion del glucégeno, glucégeno => glucosa-6P

MO00565 Biosintesis de la trehalosa, D-glucosa 1P => trehalosa

MO00532 Fotorespiracion

MO00165 Ciclo reductor de la pentosa fosfato (ciclo de Calvin)

MO00166 Ciclo reductor de la pentosa fosfato, ribulosa-5P => gliceraldehido-3P

MO00167 Ciclo reductor de la pentosa fosfato, gliceraldehido-3P => ribulosa-5P

MO00168 CAM (metabolismo de &cidos crasulaceos)

MO00172 Ciclo del &cido dicarboxilico C4, NADP - tipo de enzima malica

MO00171 Ciclo del &cido dicarboxilico C4, tipo de enzima malica NAD

MO00170 Ciclo del &cido dicarboxilico C4, fosfoenolpiruvato carboxiquinasa

MO00173 Ciclo reductor del citrato (ciclo Arnon-Buchanan)

MO00374 Ciclo del dicarboxilato-hidroxibutirato

MO00346 Asimilacién del formaldehido, via de la serina

MO00345 Asimilacién del formaldehido, via de la ribulosa monofosfato

MO00344 Asimilacién del formaldehido, via de la xilulosa monofosfato

M00148 Succinato deshidrogenasa (ubiquinona)

MO00152 Complejo del citocromo bcl, Médulos de la via del metabolismo energético

MO00157 ATPasa de tipo F, procariotas y cloroplastos
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MO00158
MO00160
MO00093
MO00049
MO00050
MO00052
MO00053

MO00609
MO00034
MO00844
MO00845
MO00029
MO00015
MO00133
MO00073
MO00079
MO00060
MO00866
MO00140
M00141
MO00096
MO00569

MO00611
MO00612
MO00614

ATPasa de tipo F, eucariotas

ATPasa de tipo V, eucariotas

Biosintesis de la fosfatidiletanolamina (PE), PA => PS => PE

Biosintesis de los ribonucledtidos de adenina, IMP => ADP,ATP

Biosintesis de los ribonucledtidos de guanina IMP => GDP,GTP

Biosintesis de ribonucleétidos de pirimidina, UMP => UDP/UTP,CDP/CTP
Biosintesis del desoxirribonuledtido de pirimidina, CDP/CTP =>
dCDP/dCTP,dTDP/dTTP

Biosintesis de la cisteina, metionina => cisteina

Via de salvamento de la metionina

Biosintesis de la arginina, ornitina => arginina

Biosintesis de la arginina, glutamato => acetilcitrulina => arginina

Ciclo de la urea

Biosintesis de prolina, glutamato => prolina

Biosintesis de poliaminas, arginina => agmatina => putrescina => espermidina
Precursores de N-glicanos

Degradacion del sulfato de queratan

KDO2-biosintesis del lipido A, via Raetz, tipo LpxL-LpxM
KDO2-biosintesis del lipido A, via de Raetz, tipo no-LpxL-LpxM
Interconversion de unidades C1, procariotas

Interconversion de unidades C1, eucariotas

Biosintesis de isoprenoides C5, via mevalonato

Metacleavage de catecol, catecol => acetil-CoA / 4-metilcatecol => propanoil-
CoA

Fotosintesis oxigenica en plantas y cianobacterias

Fotosintesis anoxigénica en bacterias pdrpuras

Fotosintesis anoxigénica en bacterias verdes del azufre
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Mapa de calor vias metabdlicas

Arginine biosynthesis, glutamate == acetylcitrulline == arginine a0
Anoxygenic photosynthesis in purple bacteria

Adenine ribonuclectide biosynthesis, IMP => ADP ATP 40
Anoxygenic photosynthesis in green sulfur bacteria

C4-dicarboxylic acid cycle, NAD - malic enzyme type 30
C4-dicarboxylic acid cycle, NADP - malic enzyme type

C4-dicarboxylic acid cycle, phosphoenolpyruvate carboxykinase type

CA-unit interconversion, prokaryotes

C1-unit interconversion, eukaryotes

Ascorbate degradation, ascorbate => D-xylulose-5P

Arginine biosynthesis, ornithine => arginine

Citrate cycle (TCA cycle, Krebs cycle)

Citrate cycle, second carbon oxidation, 2-oxoglutarate == oxaloacetate

C5 isoprenoid biosynthesis, non-mevalonate pathway

CAM (Crassulacean acid metabolism), dark

Catechol metacleavage. catechol == acetyl-CoA / 4-methylcatechol == propanoyl-CoA
Formaldehyde assimilation, serine pathway

Formaldehyde assimilation, xylulose monophosphate pathway

Formaldehyde assimilation, ribulose monophosphate pathway

F-type ATPase, prokaryotes and chloroplasts

Dicarboxylate-hydroxybutyrate cycle

F-type ATPase, eukaryotes

D-galactonate degradation, De Ley-Doudoroff pathway, D-galactonate == glycerate-3P
Cytochrome bc1 complex Pathway modules Energy metabolism

Cysteine biosynthesis, methionine => cysteine

Glycolysis (Embden-Meyerhof pathway), glucose == pyruvate

Glycolysis, core module involving three-carbon compounds

Gluconeogenesis, oxaloacetate == fructose-6P

Glycogen biosynthesis, glucose-1P == glycogen/starch

Glycogen degradation, glycogen == glucose-6P

Guanine ribonucleotide biosynthesis IMP => GDP.GTP

KDO2-lipid A biosynthesis, Raetz pathway, LpxL-LpxM type

KDO2-lipid A biosynthesis, Raetz pathway, non-LpxL-LpxM type

Methionine salvage pathway

Keratan sulfate degradation

MN-glycan precursor timming

Oxygenic photosynthesis in plants and cyanobacteria

Photorespiration

Phosphatidylethanolamine (PE) biosynthesis, PA == PS == PE

PRPP biosynthesis, ribose 5P == PRPP

Proline biosynthesis, glutamate == proline

Polyamine biosynthesis. arginine => agmatine == putrescine == spermidine
V-type ATPase, eukaryotes

Trehalose biosynthesis, D-glucose 1P == trehalose

Urea cycle

Reductive citrate cycle (Armon-Buchanan cycle)

Pyrimidine ribonucleotide biosynthesis, UMP == UDP/UTP,CDP/CTP

Pyrimidine deoxyribonulectide biosynthesis, CDP/CTF == dCDP/dCTP dTDR/dTTP
Reductive pentose phosphate cycle (Calvin cycle)

Reductive pentose phosphate cycle, glyceraldehyde-3P == ribulose-5P

Succinate dehydrogenase (ubiquinone)

Semi-phosphorylative Entner-Doudoroff pathway, gluconate == glycerate-3P
Reductive pentose phosphate cycle, ribulose-5P == glyceraldehyde-3P

20

10

Abundancia relativa

Figura 27. Mapa de calor de la abundancia relativa de las vias funcionales
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8. DISCUSIONES

La diabetes mellitus estd afectando a un nimero creciente de mujeres y aumentando el
riesgo de complicaciones obstétricas. La obesidad, edad materna avanzada, el origen étnico y los
antecedentes familiares de diabetes se han identificado consistentemente como los principales
factores de riesgo para la DMG en estudios previos (Larrabure-Torrealva et al., 2018). En el
presente estudio, se analizaron los factores de edad, IMC y antecedentes familiares de diabetes
determinando que las pacientes con DMG presentaron un IMC mas elevado y mayor edad en
comparacion a las pacientes sanas. El 89% de las pacientes con DMG reportaron antecedentes
familiares de DMT2 en comparacion con las pacientes control (40%).

De acuerdo a Dall’Asta y colaboradores (2021) la obesidad puede ser un factor que contribuya a
la disbiosis vaginal debido a que se reporta una mayor incidencia de vaginosis bacteriana en
comparacion con las mujeres con IMC normal (<25), lo que sugiere que la obesidad puede
favorecer la aparicion de VB a través de diferentes mecanismos que incluyen alteraciones en las
funciones hormonales, metabdlicas o inmunologicas, sin embargo no se determinaron diferencias
significativas en este estudio (Anexo 4) debido a que solo una paciente presentaba un IMC normal,
mientras que las 13 pacientes restantes presentaron sobrepeso u obesidad, por lo tanto no se pudo
realizar una comparacion con valor estadistico.

El papel del microbioma en la salud y en el desarrollo de varias enfermedades aiin no se comprende
totalmente, si bien hay una gran cantidad de investigaciones que vinculan la disbiosis del
microbioma con una enfermedad en particular, se sabe poco sobre los mecanismos (Mousa et al.,
2022). Es comun asociar los microorganismos faltantes o enriquecidos como Lactobacillus y
Gardnerella con cambios en las interacciones microbianas y los metabolitos secretados, tiene
efecto en el metabolismo del huésped y otras funciones corporales (Yadav et al., 2018).

De acuerdo con la ADA, el sistema inmune de los pacientes diabéticos es débil, lo que dificulta su
capacidad para combatir los microorganismos patdgenos provocando una predisposicion a
infecciones (Shah y Hux, 2003; Lépez-Simarro et al., 2019). Bajo esta premisa, de acuerdo a los
resultados del cuestionario clinico que se les aplicé a las pacientes con DMG, seis de ellas
presentaron elevados niveles de glucosa por lo que requirieron tratamiento con metformina para la

regulacién de la hiperglucemia, al analizar este factor, solamente dos pacientes presentaron un
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microbioma con disbiosis vaginal (DMG52 y DMG73), por lo que no es posible establecer una
asociacion entre mircobiota y niveles de glucosa.

Se ha reportado que los niveles de glucosa en sangre fuera de rango producen varios cambios
metabdlicos, como un aumento en los niveles de glucégeno, lo cual puede causar un aumento
notable de las especies de Candida (Mohammed et al., 2021). Sin embargo, este género no se
reporto en este estudio, por lo cual no es posible confirmar esta asociacion.

Las mujeres sanas portan una variedad de microorganismos en la vagina, de los cuales
Lactobacillus es el género dominante, el cual comprende hasta 50 especies, con una abundancia
relativa del 60 al 90% (Zhang et al., 2018). El presente estudio mostré que Lactobacillus es el
género dominante tanto en DMG como en el gtupo control con una abundancia relativa del 57%
(de acuerdo a la secuenciacion metagenomica) y 77% (de acuerdo a la secuenciacion del gen ARNr
16S). La secuenciacion metagendmica identifico 277 géneros y 501 especies dentro de las pacientes
del grupo con DMG, mientras que dentro del grupo control solamente se identificaron 139 géneros
y 233 especies. Las pacientes con diabetes mellitus gestacional presentan una microbiota mas
diversa y esto se puede observar en los valores del indice de diversidad de Shannon-Wiener, 1.404
vs 1.530 en pacientes control y con DMG respectivamente (secuenciacion metagenomica) y 1.523
vs 1.915 en pacientes control y con DMG respectivamente de acuerdo a la secuenciacion ARNr
16s.

Los estudios han concluido que las mujeres con comunidades dominadas por Lactobacillus
presentan una menor probabilidad de padecer resultados adversos para la salud, lo que respalda el
papel protector de estas especies (France et al., 2022). Al analizar los CSTs, no se determinaron
diferencias significativas entre el grupo con diabetes mellitus gestacional y el grupo control, incluso
CST | (dominado por L. crispatus) se presentd en mayor proporcién en las pacientes con DMG
seguido de CST 1V, el grupo DMG presentd mas pacientes con condiciones de DV, sin embargo
dentro del grupo control también se encontraron pacientes con caracteristicas de DV.

En este estudio se hipotetiz6 que los factores que conllevan el padecer diabetes mellitus gestacional
como el aumento de la inflamacion, la resistencia a la insulina, IMC elevado y la generacion de un
entorno hiperglucemico en el epitelio vaginal alterarian la estructura de la microbiota
cervicovaginal causando una disbiosis, sin embargo, ésta hipotesis se rechaza debido a que no se
encontraron diferencias significativas en ambos grupos (Figura 20, Cuadro 18, Figura 17 y Figura

18). Es importante sefialar que este estudio tuvo limitaciones debido al tamafio de muestra (n=14)
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y los parametros clinicos considerados, ya que no se consideraron diferentes factores que pueden
influir en la presencia de DV. Se ha sugerido que la ubicacion geografica influye en la composicion
del microbioma, al igual que la variacion genética, dieta, estilo de vida, edad, tiempo gestacional y
patrones en el uso de antibidticos, entre otros factores (Abdill et al., 2022; Mutlu et al., 2018). A
pesar de esto, se puede observar que la DMG no se asocia a la DV, ya que pacientes de ambos
grupos presentaron un microbioma considerado saludable y también pacientes de ambos grupos
presentaron DV. En ambos grupos hubo pacientes con sobrepeso u obesidad y antecedentes
familiares de diabetes, por lo que la DV es multifactorial y no puede ser atribuida a una sola
condicion como la DMG. Sin embargo, es posible que la interaccion entre DV y DMG cause
mayores complicaciones en el embarazo que cada una por separado.

Dentro del estudio se identificaron dos especies patdgenas de importancia clinica: Neisseria
gonorrhoeae y Alphapapillomavirus. La infeccion por N. gonorrhoeae es una de las enfermedades
bacterianas de transmision sexual mas comunes. Se ha informado que la cervicitis gonococica no
tratada en el embarazo puede provocar aborto espontaneo, prematuro asociado con corioamnionitis
e infecciones de los ojos y la faringe de los recién nacidos (Suzuki et al.,, 2019).
Alphapapillomavirus es un virus del papiloma humano (VPH) que infecta los queratinocitos
cutaneos y son el agente causal de practicamente todos los casos de cancer de cuello uterino. Sin
embargo, las cepas (comunmente denominadas tipos) dentro de este género abarcan todo el rango
de patogenicidad, desde altamente cancerigenas hasta no cancerigeno (Van Doorslaer & Burk,
2010). Las pacientes que presentan Alphapapillomavirus pertenecen al grupo con diabetes mellitus
gestacional DMG51 (0.75%) y DMG52 (1.54%). La presencia de gonorrea y del virus del
papiloma humano en el embarazo aumentan probabilidad de parto prematuro y la ruptura prematura
de membranas fetales, trastornos hipertensivos del embarazo, restriccion del crecimiento fetal, bajo
peso al nacer y muerte fetal intrauterina (Chilaka et al. 2021). Sin embargo, en este estudio no
tenemos conocimiento de resultados adversos durante el embarazo.

Es importante indicar que independientemente de padecer o no DMG, la infeccion con SARS-
CoV-2 en las mujeres embarazadas pueden manifestar sintomas graves y mayores riesgos de
trastornos hipertensivos del embarazo, enfermedad trombotica, mayor riesgo de parto prematuro,
la restriccion del crecimiento intrauterino y una mayor tasa de parto por cesarea (Vouga et al.,
2021). Hay pocos estudios que indiquen los efectos de la DMG y COVID-19. Las mujeres

embarazadas que presentan estas enfermedades tienen 3.3 veces mas de probabilidades de ingresar
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en una unidad de cuidados intensivos (UCI) que las mujeres sin DMG (Kleinwechter et al., 2022).
Sin embargo, en este estudio no se reportaron complicaciones en las pacientes que presentaron
COVID-19 y DMG. Los cambios en la composicion de la microbiota vaginal observados en
mujeres embarazadas con infeccion activa por SARS-CoV-2 pueden ser consecuencia de
alteraciones en el ambiente epitelial vaginal y la interaccion del sistema inmunitario, lo cual puede
limitar o favorecer la supervivencia de ciertos taxones (Leftwich et al., 2022). En el caso de este
estudio no se establecieron asociaciones significativas entre DV e infeccion previa por SARS-CoV-
2 (Anexo 3), siendo solamente dos de cinco pacientes que presentarion condiciones de DV y una
prueba de anticuerpos positiva (IgG+), las cuales pertenecian al grupo de DMG (DMG_16 y
DMG_73).

En este estudio se comparo el rendimiento de la secuenciacion shotgun y la secuenciacion ARNr
16S para describir el perfil taxondmico a nivel de género. El analisis comparativo mostro que la
secuenciacion Shotgun recuper6é mas informacion sobre géneros de baja abundancia que la
secuenciacion 16S (Tabla 21). Aunque tanto el 16S como la secuenciacion Shotgun permiten la
caracterizacion del microbioma, la metagenémica Shotgun ofrece una mayor resolucion, lo que
permite una clasificacion taxondmica y funcional mas especifica de las secuencias, asi como el
descubrimiento de nuevos genes y genomas bacterianos (Jovel et al., 2016). La secuenciacion del
gen ARNTr 16S es un método bien caracterizado que brinda informacion sobre la composicion de
las comunidades microbianas, a partir de un nimero relativamente pequefio de secuencias por
muestra (~200 mil). Sin embargo, una limitacion importante de este método es que los taxones se
asignan sobre la base de la secuencia de una sola region del genoma bacteriano (Laudadio et al.,
2018).

Hasta la fecha, se han realizado numerosos estudios de secuenciacion del gen ARNr 16S con el
objetivo de comprender la microbiota vaginal, sin embargo, un factor limitante es la longitud de
lectura corta que proporciona la secuenciacion por amplicones. La secuenciacion ARNr del gen
16S se considera actualmente como el estandar para la elaboracion de perfiles del microbioma,
debido a que este gen se encuentra presente en todas las bacterias y constituye una diana universal
en la clasificacion e identificacion de bacterias y arqueas (Kim & Chun, 2014). En particular, se ha
demostrado que ciertos taxones vaginales clave pueden estar subrepresentados o no ser detectados,
segun la region hipervariable. La region V1 a V3 distingue las especies de Lactobacillus

predominantes, mientras que la region V3 a V5 distingue la familia Enterobacteriaceae
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(incluyendo Escherichia y Proteus) y algunos géneros como Staphylococcus (Prince et al., 2015).
La region V3 por si misma presenta una longitud de 150 pb. Con este analisis no se pueden
identificar virus, hongos y la mayoria de las especies de bacterias al menos que sean
suficientemente diferentes en la region, por lo tanto no permite la identificacion de los CSTs.

A pesar de las diferencias significativas entre ambos metodos, es importante mencionar que la
secuenciacion shotgun, puede no ser un reemplazo viable para la secuenciacion ARNr 16S al
caracterizar microbiomas de muestras de fluidos, donde es probable que haya mas contaminacién
de ADN del huésped y una biomasa bacteriana relativamente baja (Hillmann et al., 2018).

La asignacién taxondmica es el componente principal del analisis de la comunidad microbiana; por
lo tanto, la eleccion de la base de datos también es importante, ya que puede afectar el analisis
posterior y la interpretacion de la composicion de la comunidad. En este estudio, se realizaron dos
clasificaciones por medio de Kraken2 y SILVAv138, mostrando resultados similares a nivel Phyla,
Familia y Género. Kraken2 utiliza un algoritmo que se basa en coincidencias exactas de k-mer, por
lo que reemplaza el paso de alineacion por una busqueda en una base de datos que contiene cada
k-mer de cada genoma con el identificador de especie. Si un k-mer aparece en dos 0 mas taxones,
se almacena el ancestro comun mas bajo, ademas, por medio de la base de datos “Standard” utiliza
informacion taxonomica del NCBI asi como los genomas completos en RefSeq para los dominios
bacteriano, arqueal y viral, junto con el genoma humano y una coleccién de vectores conocidos
(UniVec_Core) (Terron-Camero et al., 2022).

La base de datos SILVAv138 ha sido ampliamente utilizada para el analisis ARNr 16S debido aque
busca crear una taxonomia estandarizada de bacterias y arqueas basada en la filogenia del genoma,
lo que la convierte en una base de datos atractiva para algunos investigadores (Robeson et al.,
2021). Al utilizar esta base de datos por medio de DADAZ2 se basa en ASVs las cuales utilizan
algoritmos con el proposito de eliminar los errores asociados con la secuenciacion y devolver
secuencias individuales y Unicas que representan taxones individuales. Estas secuencias ASV
difieren entre si en un solo cambio de nucleétido mejorando la clasificacion (Callahan et al., 2017).
De acuerdo a los estudios que se han reportado sobre asociacion de la DMG vy alteraciones en la
microbiota vaginal, Cortez y colaboradores (2018) reportan a Lactobacillus como el género
principal encontrado en el microbioma vaginal de ambos grupos el cual estaba ligeramente
aumentado en el grupo control (80.68% vs 78.66%), En este estudio Lactobacillus también se

reporta como el género dominante en ambos grupos tanto en la secuenciacion ARNr 16S como
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metagendmica. En el estudio de Zhang y colaboradores (2018) la bacteria méas abundante en el
grupo control fue Lactobacillus crispatus (28.5%) mientras que en el grupo con DMG L.
acidophilus fue la especie méas abundante (28.3%). Sin embargo este estudio reportd a
Lactobacillus crispatus como la especie mas abundante en ambos grupos (32.55% vs 37.43%).
Estos resultados son importantes para una comprension general del microbioma humano en la salud

y la enfermedad, no obstante se necesita un estudio multifactorial.
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9. CONCLUSIONES

De acuerdo a los resultados obtenidos, la hipotesis se rechaza debido que no se encontraron
diferencias significativas en la composicién de la microbiota vaginal entre mujeres sanas y con
DMG, sin embargo, se encontrd6 mayor diversidad de géneros y especies en las pacientes que
prsentaron DMG (indice Shannon-Wiener).

Los phyla Firmicutes, Actinobacteria y Proteobacteria resultaron dominantes para todas las
muestras, por lo tanto no se establecieron diferencias significativas entre grupos tanto en los
resultados de la secuenciacion metagenomica como en laregion V3 del gen ARNr 16S. Los géneros
Lactobacillus, Fannyhessea o Atopobium, Gardnerella y Bifidobacterium fueron los mas
representativos, Lactobacillus fue el género dominante tanto en pacientes DMG como en mujeres
embarazadas sanas.

Este estudio determino que la especie mas abundante del género Lactobacillus fue L. crispatus en
la microbiota vaginal de mujeres embarazadas sanas, seguido de L. iners y L johnsonii, que es
consistente con los resultados reportados de estudios anteriores. Por su parte, en las pacientes que
padecen DMG, el orden fue L. crispatus, L. jensenii y L. johnsonii.

Es importante mencionar que en comparacion con las mujeres embarazadas sanas, la abundancia
de L. iners fue menor en las mujeres con DMG, por lo tanto, la proporcion de las diferentes especies
de Lactobacillus depende de una variedad de factores, por lo que no se puede identificar
caracteristicas distintivas que se asocien a DMG.

A excepcidn de una paciente, todas las pacientes presentaron sobrepeso y obesidad por lo que no
se pudieron establecer asociaciones entre el IMC y la estructura de la microbiota vaginal.

No se estableci6 una asociacion entre la estructura de la microbiota vaginal y la infeccion previa
por SARS-CoV-2, debido a que solamente dos de cinco pacientes IgG+ presentarion condiciones
de DV (ambas del grupo DMG).

Las condiciones de DV se pueden observar tanto en mujeres embarazadas sanas como diabéticas,
no se descarta que la presencia conjunta de DV y DMG constituya un agravante y cause mayores

complicaciones en el embarazo y el parto que cada una por separado.
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10. RECOMENDACIONES

e Se recomienda realizar un estudio metagenémico shotgun con un tamafio de muestra mayor
que proporcione un mayor poder estadistico.

e Realizar seguimiento a la madre y al infante para establecer las afectaciones derivadas de la
DMG.

e Ampliar este estudio para pacientes que reciben atencion médica publica, debido a que en esta
investigacion las pacientes recibieron atencion médica privada, lo cual pudo haber generado
una menor varianza; algunos autores consideran el estado socioeconomico como un factor

influyente en la estructura de la microbiota vaginal (Virtanen et al., 2019).
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12. ANEXOS

12.1 Cuestionario Aplicado a las Pacientes de Estudio y Aprobacion del Comité de Etica

N J P . Centro de Investigacidn en Alimentacidn y Desarrollo, A.C.
— | UCSanDiego j | comros wion en Alime :
L ; Universidad de California, San Diego
ciap  2¢thool of Medicine Colegio de Ginecologia y Obstetricia de Mazatlsn, A.C.

CUESTIONARIO DE DATOS DE LA PACIENTE
Proyecto de Investigacion Clinica UC MEXUS-CONACYT No. CN-19-39

Lienar los datos con beligrafo y resguardar el documento en el expediente clinico de la paciente
(Fill in the data with o pen and keep the document in the patient’s clinical file)

Datos del Médico (Physician Information)

Nombre completo (Full name):

Teléfono (Phone): Correo electronico (e-mail):

Cédula Profesional [Professional iD):

Datos Personales de la Paciente (Personal Informotion of the Patient)

Nombre completo (Full name):

Edad (Age): afios (years) Nacionalidad [Nationality):

Peso (Weight): kg Estatura (Height): cm
Medida cintura (Waist measurement): cm Peso del padre (Father’s weight): kg

Estatura del padre (Father’s height): cm

Datos Clinicos (Clinical data)

Nimero de expediente clinico (Medical Record Number):

Antecedentes familiares de diabetes (Family history of diabetes) [ 5l (YES) OND

Sila respuesta es Sl, icudl es el parentesco con la paciente?:

(If YES, what is the relationship with the patient?)

Tipo de diabetes (Type of diabetes): [ T1 T2 T Gestacional (Gestational)
Antecedentes familiares de diabetes por parte del padre I Sl (YES) NO
(Family history of diabetes for the father-af-the-baby)

Sila respuesta es 5l, icudl es el parentesco con el padre?:

(If YES, what is the refationship with the father-af-the-baby?)

Tipo de diabetes (Type of diabetes): O T1 OrT2 O Gestacional (Gestational)
Este documento es para uso exclusivo de personal médico e investigadores participantes o :".
Av. Sdhalo-Cerritos, S'N, CP 82112, Mazatlin, Sinaloa, México """.'f‘:
-
wcmesye matdciad mx h
+52 (669) 939 8700 | | s clad mx CONACYT
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_ | UCSanDiego ()

School of Medicine

Universidad de California, San Diego

CIAD

CUESTIONARIO DE DATOS DE LA PACIENTE
Proyecto de Imvestigacion Clinica UC MEXUS-CONACYT No. CN-19-38

Centro de Investigacion en Alimentacion y Desarrollo, A.C

Colegio de Ginecologia y Obstetricia de Mazatlan, A.C.

Uso de Medicamentos [Medications)

Uso de antibidticos [Antibiotics): T NO [T &1, cudlies) (YES, which):

Uso de probidticos (Probiotics): TINO [J &I, cudlies) (YES, which):

Uso de insulina (insulin): CONOD sl

Uso de inhibidores de bombas de protones (Ej. Omeprazol)
{Use of proton pump inhibitors) (such aos Omeprazale)
TINO O8I, cudlles) (YES, which):
Uso de antidiabéticos (Ej. Metformina) (Use of oral medications for diobetes, such as Metformin)
OND [ S), cudlies) (VES, which):

Anilisis Clinicos (Clinical laboratory tests)

Se debe anexar copia de todos los estudios clinicos realizados {Attoch copies of lab results)

O Estreptococo Grupo B | Examen General de Orina (EGQ)
(Group B Streptococcus) (Urinalysis)

O Uracultivo J Curva de Tolerancia a la Glucosa oral (75 g) a la hora
{Uirine culture) (Oral Glucose Tolerance test (75g), one hour timepaoint)

O Glucosa en ayunas T Curva de Tolerancia a la Glucosa oral (75 g) a las 2 horas.
(Fasting glucose) (Oral Glucose Tolerance test (75g), two howr timepoint)

O Insulina en ayunas _| Hemoglobina Glucosilada (HbAlc)
|Fasting insulin) (Glycosylaoted Hemoglobin (HbAIc))

Datos del Parto (Delivery information)

Procedimiento (Procedure): _ Parto (Vaginal) T Cesdrea (C-section)
Sexo del bebé (Sex of the baby): T Femenino (Female) O Masculino (Male)
Peso del bebé (Weight of the baby): kg

Estatura del bebé (Height of the baby): Cm

Observaciones (Observations):

A, Este documento es para uso exclusivo de personal médico e investigadores participantes -
Lls i Aw. Sdbalo-Cerritos, S/N, CP B2112, Mazatldn, Sinaloa, Mésico ﬁ
Aol +52 (669) 989 8700 | yomeajsmat@cigdmy | s Clad mx
; . COMNACYT
LC MEXL F-001 ROO Pagina 2de 2
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CENTRO DE INVESTIGACION
— EN ALIMENTACION Y DESARROLLO, A.C.

SEP-COMACYT-UNAN-IFN-GOBIERND DE SONORA-GOBIERND DE SINALDA-GDBIERND DE CHIHUAHUA-SAGARPA

COMITE DE ETICA EN INVESTIGACKIN

COMITE DE ETICA

CE/002/2020
Hermosilla, Sonora. Enere 14, 2020

Dra. Silvia Alejandra Garcia Gasca

Profesor Investigador Titular del Lab. De Biologia Molecular y Celular
Coordinacion Regional Mazatldn, Sinaloa México

ClAD

Presente

Estimada Dra. Silvia Garcia:

Me permito comunicarle que el Comité de Etica de nuestro centro ha revisade cuidadosamente |a
propuesta de investigacion “Primera Aproximacion al Estudio de la Metilacion Global del ADN y la Compesicidn
del Microbioma en Mujeres con Diabetes Mellitus Gestacional” del cual usted es el responsable técnico, y se
le exponen las siguientes recomendaciones:

1. Elresponsable técnico presenta un protocolo bien organizado y estructurado de un estudio clasificado
coma un estudio con riesgo minimo de acuerdo con el articulo 17 de la Ley General de Salud en Materia
de Investigacion para la Salud de la Secretaria de Salud.

2. Enlos puntos 25 y 30 de la forma para la aprobacion del proyecto, el responsable técnico debe incluir
los nombres de las personas que tendran acceso a las muestras, resultados y datos durante el curso del
estudio, asi como de aguel personal que vigilara las todas las actividades del mismo.

3. El CEl no entiende con claridad el mdmero de muestras de heces que colectard en total durante el
estudio. En el protocolo se menciona gque se colactardan 2 muestras fecales par madre v una sola
muestra por racién nacido (Tabla 3). En el formato de solicitud para revision tica, s menciona que se
trabajara con 96 madres. El total de muestras fecales seria de 288. Sin embargo, en el anexo 6 del
acuerdo de transferencia de material bioldgico se menciona que se colectardn 384,

4. En el punto 9 del consentimiento informado del anexo 1 del protocolo, se menciona un listado de
médicos especialistas que formaran parte de este estudio, 5in embargao, en el anexo 7 se observa un
cuadro con la lista que se menciona en "construccidn”. Es recomendable, que el responsable tenga ese

cuadro completo antes de iniciar el estudio.

<M. 0.6 Carretera a la Victoria T b ETICAC I T
tpartado Postal No. 1735 T comiTE bE B TEL. {662] 288-24-00

Hermosillo, Sonora, Méx, C.P. 83304

FAX (G6Z) 280-00-04
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5. Tanto en lacarta de consentimiento como en el anexo &, el responsable debe mencionar en las unidades
correspondientes, las cantidades de muestra placentaria que se tomaran por cada parte (materna,

central, fetal).

Por lo anterior y a reserva de la atencion que reciban las recomendaciones anteriores, el CEl de CIAD ha

aprobado la realizacion del estudio en los términos planteados, para lo cual le desea el mejor de los éxitos.

Sin mas, en representacion de los miembros de nuestre comité, le desea el mayor de los éxitas.

ERMTRD DE ivaaT) i
— Ak | Pl TR W UEM%T—':CUEE;.:.‘-.
Q SOMITE DE ETiCA
—_—

12.2. Protocolo de Extraccion de ADN

. Las muestras se colocaron en tubos Eppendorf estériles de 1.5 pL y se centrifugaron a 13200
rpm por 3 minutos.

. Se resuspendiod cada pellet en 180 pL de Buffer ATL y se adicionaron 20 pL de proteinasa K,
se mezcld con vortex y cada muestra se incubd a 56°C en un thermoblock por 10 minutos.

. Se adicionaron 200 pL de Buffer AL a cada muestra y se incubaron a 70°C en un thermoblock
por 10 minutos.

. Después de incubar las muestras a 70°C, se adicion6 etanol (96-100%) y se mezclaron con
vortex.

. Se colocé cada muestra en las columnas gue incluye el kit y se centrifugaron a 8000 rpm por 1
minuto. Se descarto el tubo de coleccion que contenia el filtrado y se reemplazé por otro tubo de
coleccién que incluye el Kit.

. Se adicionaron 500 pL de Buffer AW1 en cada tubo de coleccion y se centrifugaron a 8000 rpm

por 1 minuto. Se descart6 el tubo de coleccidn que contenia el filtrado y se reemplazd por otro

103



tubo de coleccion que incluye el kit.

7. Se adicionaron 500 pL de Buffer AW2 a cada tubo de coleccion y se centrifugaron 13200 rpm
por 3 minutos.

8. Se colocé la columna en un nuevo tubo de coleccion y se centrifugé a 13200 rpm por 1 minuto
para evitar alguna posible transferencia de Buffer AW?2.

9. Se coloco cada columna en un tubo Eppendorf estéril de 1.5 uL y se eluyeron las muestras con 50
uL de Buffer de elucion AE. La muestra se incubo a temperatura ambiente por 5 minutos para
aumentar el rendimiento del ADN.

10. Por ultimo, se centrifugd cada columna que contenia el tubo Eppendorf estéril a 8000 rpm por un

minuto.

12.3. Diferencias en la Estructura Cervicovaginal de Pacientes que Presentaron COVID-19

Durante el Embarazo (Prueba de Anticuerpos Positiva).

Géneros mas abundantes
19G Negativo 1gG Positivo
°”
% e
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E gg;psiena
yromonas
Prevotella
Sneathia
Bl S
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9 Tritonibacter
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Muestras
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Figura 28 .Composicién taxonémica, los colores representan los 15 géneros con mayor

abundancia relativa (%).Las muestras se indican en el eje x.
Cuadro 23. Abundancia relativa de los 15 géneros mas abundantes

Género IgG Negativo | Género IgG Positivo
Lactobacillus 63.73% Lactobacillus 45.33%
Fannyhessea 8.62% Fannyhessea 7.99%
Limosilactobacillus 8.12% Gardnerella 7.67%
Porphyromonas 6.95% Neisseria 7.27%
Prevotella 1.95% Prevotella 4.92%
Staphylococcus 1.52% Bifidobacterium 3.72%
Sneathia 0.93% Limosilactobacillus 2.21%
Gardnerella 0.66% Enterococcus 1.89%
Leptospira 0.66% Spirosoma 1.56%
Neisseria 0.56% Sneathia 1.39%
Enterococcus 0.49% Klebsiella 1.35%
Brevundimonas 0.33% Escherichia 1.10%
Paracoccus 0.29% Staphylococcus 0.87%
Candidatus Nanopelagicus | 0.257% Cutibacterium 0.83%
Weissella 0.19% Brevundimonas 0.76%
Especies més abundantes
196 Negatii 196 Posiio
SIHE]TMGbacien"um Gentium
Fannyhessea vaginae
E Gardnerella leopold
Gardnerella pioti

Relativa (%)

a
[l
a
4
L1
q
£
3
a

I

CTR23
CTRE5
CTR70
CTR71

DMG30
DMGS51

DMGS52
DMGE9
DMG74

Muesiras

CTRE2

DMG16
DMG22
DMGS53

DMG73

Gardnerella vaginalis
Lactobacilus amylovorus
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Figura 29. Composicion taxondmica, los colores representan las 20 especies con mayor
abundancia relativa (%). Las muestras se indican en el eje x.
Cuadro 24. Abundancia relativa de las 20 especies mas abundantes.

Especie 19G Negativo | Especie Polgiﬁvo
Lactobacillus crispatus 45.28% Lactobacillus johnsonii 20.99%
Fannyhessea vaginae 8.62% Lactobacillus crispatus 18.41%
Lactobacillus jensenii 7.24% Fannyhessea vaginae 7.99%
Bifidobacterium dentium 6.82% Neisseria gonorrhoeae 7.66%
Gardnerella vaginalis 6.09% Limosilactobacillus vaginalis | 4.48%
Lactobacillus iners 6.01% Prevotella buccalis 4.38%
Lactobacillus gasseri 3.22% Enterococcus faecalis 3.72%
Gardnerella piotii 1.77% Lactobacillus iners 2.29%
Limosilactobacillus vaginalis | 1.66% Sneathia vaginalis 1.89%
Spirosoma sp. CJU-R4 1.49% Lactobacillus taiwanensis 1.77%
Lactobacillus amylovorus 0.78% Gardnerella vaginalis 1.62%
Klebsiella pneumoniae 0.73% Escherichia coli 1.56%
Lactobacillus paragasseri 0.68% Cutibacterium acnes 1.10%
Neisseria gonorrhoeae 0.66% Staphylococcus cohnii 1.04%
Tritonibacter mobilis 0.66% Brevundimonas nasdae 0.76%
Sneathia vaginalis 0.49% Klebsiella huaxiensis 0.74%
Odoribacter splanchnicus 0.29% Spirosoma sp. CJU-R4 0.74%
Brevundimonas nasdae 0.27% Bacillus thuringiensis 0.73%
Alphapapillomavirus 0.25% Ralstonia solanacearum 0.72%
Limosilactobacillus reuteri 0.19% Lactiplantibacillus plantarum | 0.66%
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Géneros mas abundantes
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12.4. Diferencias en la Estructura Cervicovaginal de Acuerdo a su indice de Masa Corporal
Sobrepeso
Muesiras

Figura 30. Composicion taxondmica, los colores representan los 15 géneros con mayor abundancia
relativa (%).Las muestras se indican en el eje x.
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Cuadro 25. Abundancia relativa de los géneros més abundantes (IMC).

Género Normal | Género Obesidad | Género Sobrepeso

Lactobacillus 75.12% | Lactobacillus 43.52% Lactobacillus | 70.07%

Klebsiella 5.64% Bifidobacterium | 8.98% Fannyhessea 12.93%

Odoribacter 2.40% Neisseria 6.26% Gardnerella 9.74%

Tritonibacter 2.16% Fannyhessea 5.71% Limosilactobac | 1.23%
illus

Paenibacillus 1.08% Prevotella 5.40% Spirosoma 0.58%

Ralstonia 0.96% Limosilactobacil | 4.87% Prevotella 0.50%

lus

Cetobacterium 0.96% Gardnerella 3.67% Klebsiella 0.43%

Spirosoma 0.84% Enterococcus 2.78% Tritonibacter | 0.41%

Limosilactobacillus | 0.72% Spirosoma 1.96% Brevundimona | 0.31%
S

Sneathia 0.72% Sneathia 1.74% Staphylococcu | 0.29%
S

Achromobacter 0.72% Escherichia 1.19% Acinetobacter | 0.28%

Prevotella 0.60% Klebsiella 1.01% Sneathia 0.15%

Pseudomonas 0.60% Staphylococcus | 0.96% Papillomavirid | 0.12%
ae

Enterococcus 0.48% Cutibacterium 0.91% Aerococcus 0.11%

Streptomyces 0.48% Bacillus 0.67% Lancefieldella | 0.10%
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Figura 31. Composicidon taxondmica, los colores representan las 20 especies con mayor
abundancia relativa (%).Las muestras se indican en el eje x.
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Cuadro 26. Abundancia relativa de las 20 especies mas abundantes (IMC).

Especie Normal Especie Obesidad | Especie Sobrepeso

Lactobacillus 72.71% | Lactobacillus 15.06% | Lactobacillus 55.18%

crispatus johnsonii crispatus

Klebsiella 5.40% | Lactobacillus 13.68% | Fannyhessea 12.93%

pneumoniae crispatus vaginae

Odoribacter 2.40% | Lactobacillus 9.01% | Lactobacillus iners 8.59%

splanchnicus jensenii

Tritonibacter 2.16% | Bifidobacterium 8.79% | Gardnerella 7.47%

mobilis dentium vaginalis

Lactobacillus iners 1.92% | Neisseria 6.26% | Lactobacillus 3.62%
gonorrhoeae gasseri

Ralstonia 0.96% | Fannyhessea 5.71% | Gardnerella piotii 1.91%

solanacearum vaginae

Cetobacterium 0.96% | Limosilactobacillu 4.41% | Lactobacillus 1.19%

somerae s vaginalis amylovorus

Limosilactobacillu 0.72% | Prevotella 3.13% | Limosilactobacillu 0.97%

s vaginalis buccalis s vaginalis

Spirosoma sp. 0.72% | Enterococcus 2.74% | Lactobacillus 0.58%

CJU-R4 faecalis helveticus

Sneathia vaginalis 0.72% | Gardnerella 2.59% | Spirosoma sp. 0.58%
vaginalis CJU-R4

Paenibacillus sp. 0.72% | Spirosoma sp. 1.84% | Tritonibacter 0.41%

BO1 CJU-R4 mobilis

Ureaplasma 0.48% | Sneathia vaginalis 1.74% | Lactobacillus 0.34%

parvum jensenii

Enterococcus 0.48% | Lactobacillus iners 1.73% | Brevundimonas 0.28%

faecium nasdae

Neisseria 0.36% | Lactobacillus 1.26% | Acinetobacter 0.27%

gonorrhoeae taiwanensis baumannii

Lactobacillus 0.36% | Lactobacillus 1.20% | Klebsiella 0.25%

amylovorus gasseri huaxiensis

Achromobacter 0.36% | Escherichia coli 1.19% | Staphylococcus 0.20%

xylosoxidans aureus

Desulfofarcimen 0.36% | Cutibacterium 0.91% | Prevotella scopos 0.18%

acetoxidans acnes

Paenibacillus sp. 0.36% | Lactobacillus 0.87% | Gardnerella 0.17%

Cedars paragasseri swidsinskii

Prevotella 0.24% | Staphylococcus 0.79% | Gardnerella 0.17%

buccalis cohnii leopoldii

Klebsiella 0.24% | Gardnerella piotii 0.79% | Prevotella enoeca 0.17%

huaxiensis
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Debido a que se observa en pacientes con obesidad (IMC >30) una mayor abundacia de especies
de Lactobacillus que no corresponden con la especie Lactobacillus crispatus, la cual se ha
reportado como un indicador de una microbiota vaginal sana, se realizé una prueba t de student
con base a las lecturas que se reportaron en el analisis de metagenomas completos. Al comparar el
grupo de pacientes con obesidad y al grupo de pacientes con sobrepeso no se determinaron

diferencias significativas.

Cuadro 27. Prueba t de student para las especies mas abundantes dentro del grupo con obesidad y
sobrepeso, para la normalizacion de los datos se realizé un test de Shapiro.

Especie Valor de P (Sobrepeso y

obesidad)
Lactobacillus crispatus P=0.063
Lactobacillus johnsonii P=0.196
Fannyhessea vaginae P =0.581
Lactobacillus iners P=0.979
Lactobacillus jensenii P=0.419
Gardnerella vaginalis P=0.835
Bifidobacterium dentium P=0.377
Lactobacillus gasseri P=0.478
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12.5. Ejes 1:3y 2:3 del Andlisis UniFrac Ponderado y no Ponderado de las Secuencias ARNr
16S.

A) _F‘Coa UniFrac Ponderado 1:3

Tipo_de_paciente
Control
CMG

PCoA 3

Pén.ﬂ 1

PCoa UniFrac Poderado 2:3

B)

Tipo_de_paciente
Comrol
OMG

PCoA 3

02
PCoA 2

Figura 32. Diagrama PCoA-UniFrac ponderado, que muestra la separacion de las muestras control
(naranja) y DMG (verde). La figura A) muestra los ejes PCoa 1y Pcoa 3. La figura B) muestra los
ejes PCoA 2y PCoA 3.
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Figura 33. Diagrama PCoA-UniFrac no ponderado, que muestra la separacion de las muestras
control (rojo) y DMG (azul). La figura A) muestra los ejes PCoA 1y PcoA 3. La figura B) muestra
los ejes PCoA 2y PCoA 3.
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12.6. Ejes 1:3y 2:3 del Diagrama de Cordenadas Bray Curtis de los Resultados Metagenémicos.
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Figura 34. Diagrama PCoA Bray-Curtis, que muestra la separacion de las muestras control (rojo)
y DMG (azul). La figura A) muestra los ejes PCoA 1y PcoA 3. La figura B) muestra los ejes PCoA
2y PCoA 3.
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12.7. Taxas Identificados en la Microbiota Vaginal de Pacientes con DMG (Secuenciacion ARNr
16S).

Phylum
Firmicutes, Actinobacteriota, Bacteroidota, Proteobacteria, Fusobacteriota, Patescibacteria,

Cyanobacteria, Synergistota.

Familia
Lactobacillaceae, Bifidobacteriaceae, Enterococcaceae, Prevotellaceae, Atopobiaceae,
Veillonellaceae, Leptotrichiaceae, Corynebacteriaceae, Lachnospiraceae, Family XI,
Hungateiclostridiaceae, Moraxellaceae, Sphingomonadaceae, Comamonadaceae, Clostridiaceae,
Caulobacteraceae, Microbacteriaceae, Eggerthellaceae, Spirosomaceae, Mycoplasmataceae,
Burkholderiaceae, Pseudomonadaceae, Streptococcaceae, Rhodobacteraceae, Alcaligenaceae,
Alcanivoracaceael, Aerococcaceae, Erysipelotrichaceae, Rikenellaceae, Ruminococcaceae,
Succinivibrionaceae, Beijerinckiaceae, Propionibacteriaceae, Pasteurellaceae,
Fusobacteriaceae, Flavobacteriaceae, Erysipelatoclostridiaceae, Enterobacteriaceae,

Exiguobacteraceae.

Género
Lactobacillus, Enterococcus, Bifidobacterium, Gardnerella, Prevotella, Atopobium, Sneathia,
Megasphaera, Coriobacteriaceae UCG-002, HT002, Corynebacterium, Howardella, Parvimonas,
Dialister, Fastidiosipila, Acinetobacter, Sphingomonas, Schlegelella, Clostridium sensu stricto 1,
DNF00809, Microbacterium, Spirosoma, Ralstonia, Limosilactobacillus, Pseudomonas,
Streptococcus, Mycoplasma, Achromobacter, Epibacterium, Alcanivorax, Caulobacter,
Ureaplasma, Aerococcus, Ligilactobacillus, Bulleidia, Rikenellaceae RC9 gut group,
Mageeibacillus, Faecalibacterium, Succinivibrio, 1174-901-12, Cutibacterium, Haemophilus,
Fusobacterium, Subdoligranulum, Flavobacterium, Ruminococcus, Ezakiella, Enterobacter,

Exiguobacterium, Catenibacterium.

Taxas identificados en la microbiota vaginal de pacientes control (Secuenciacion ARNr 16S).
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Phylum
Firmicutes, Actinobacteriota, Proteobacteria, Bacteroidota, Patescibacteria, Cyanobacteria,
Synergistota, Bdellovibrionota, SAR324 clade (Grupo marino B).

Familia
Lactobacillaceae, Atopobiaceae, Bifidobacteriaceae, Veillonellaceae, Aerococcaceae,
Spirosomaceae, Lachnospiraceae, Propionibacteriaceae, Beijerinckiaceae, Mycoplasmataceae,
Corynebacteriaceae, Staphylococcaceae, Rhodobacteraceae, Prevotellaceae, Burkholderiaceae,

Erwiniaceae, Micrococcaceae, Flavobacteriaceae, Family  XI, Cyanobiaceae,
Pseudomonadaceae, Sphingomonadaceae, LWQS8, Moraxellaceae, Bacillaceae,
Microbacteriaceae, Hyphomicrobiaceae, Synergistaceae, Acetobacteraceae,

Pseudonocardiaceae, Hungateiclostridiaceae, Comamonadaceae, Alteromonadaceae,
Hydrogenophilaceae, Oscillospiraceae, Bdellovibrionaceae, Nitrosomonadaceae,

Ilumatobacteraceae, Ruminococcaceae, Saprospiraceae.

Género

Lactobacillus, Atopobium, Gardnerella, Coriobacteriaceae UCG-002, HT002, Aerococcus,
Bifidobacterium, Howardella, Spirosoma, Cutibacterium, Ureaplasma, 1174-901-12,
Staphylococcus, Ralstonia, Corynebacterium, Methylobacterium-Methylorubrum,
Limosilactobacillus, Flavobacterium, Prevotella 7, Paracoccus, Pseudomonas, Dialister,
Lawsonella, Prevotella, Synechococcus CC9902, Pseudorhodobacter, Shuttleworthia, Microvirga,
Acinetobacter, Terribacillus, Finegoldia, Hydrogenophilus, Hyphomicrobium, Roseomonas,
Pseudonocardia, Fenollaria, Rheinheimera, Dyadobacter, Giesbergeria, Ezakiella, UCG-002,
Bdellovibrio, Pyramidobacter, EIlin6067, Fretibacterium, CL500-29 marine group,
Faecalibacterium, Lacihabitans, Anaeroglobus.

Anexo 6. Taxas identificados en la microbiota vaginal de pacientes con DMG (Secuenciacion

metagendmica).
Phylum

Firmicutes, Actinobacteria, Proteobacteria, Bacteroidetes, Fusobacteria, Shotokuvirae,

Spirochaetes, Tenericutes, Armatimonadetes, Heunggongvirae, Euryarchaeota, Deinococcus-

116



Thermus, Planctomycetes, Candidatus Saccharibacteria, Elusimicrobia, Candidatus

Thermoplasmatota.

Familia
Lactobacillaceae, Bifidobacteriaceae, Neisseriaceae, Actinomycetaceae, Prevotellaceae,
Enterococcaceae, Enterobacteriaceae, Cytophagaceae, Leptotrichiaceae, Propionibacteriaceae,
Staphylococcaceae, Bacillaceae, Rhodobacteraceae, Caulobacteraceae, Burkholderiaceae,
Pseudomonadaceae, Xanthomonadaceae, Zurhausenvirales, Alcaligenaceae, Clostridiaceae,
Vibrionaceae, Acidaminococcaceae, Moraxellaceae, Flavobacteriaceae, Weeksellaceae,
Xanthobacteraceae, Streptomycetaceae, Comamonadaceae, Lachnospiraceae,
Porphyromonadaceae, Peptococcaceae, Streptococcaceae, Oscillospiraceae, Roseobacteraceae,
Erwiniaceae, = Aerococcaceae, = Marinobacteraceae,  Bartonellaceae,  Leptospiraceae,
Bacteroidaceae, Planococcaceae, Veillonellaceae, Mycoplasmataceae, Mycobacteriaceae,
Arcobacteraceae, Peptostreptococcaceae, Alteromonadaceae, Fimbriimonadaceae,
Acetobacteraceae, Brachyspiraceae, Corynebacteriaceae, Cirlivirales, Tissierellaceae,
Halomonadaceae, Peptoniphilaceae, Pasteurellaceae, Autographiviridae, Odoribacteraceae,
Blattabacteriaceae, Hydrogenophilaceae, Succinivibrionaceae, Maricaulaceae, Yersiniaceae,
Paenibacillaceae, Desulfobacteraceae, Pseudonocardiaceae, Fusobacteriaceae, Tannerellaceae,
Eubacteriales Family XIII. Incertae Sedis, Aeromonadaceae, Nocardiopsaceae, Micrococcaceae,
Kofleriaceae, Oceanospirillaceae, Acholeplasmataceae, Cardiobacteriaceae, Stellaceae,
Methanobacteriaceae,  Helicobacteraceae, = Rhodanobacteraceae, = Chromobacteriaceae,
Microbacteriaceae, Oxalobacteraceae, Azonexaceae, Thermoanaerobacterales Family III,
Incertae Sedis, Borreliaceae, Rhodospirillaceae, Methylobacteriaceae, Chitinophagaceae,
Sphingobacteriaceae, Carnobacteriaceae, Shewanellaceae, Legionellaceae, Sphingomonadaceae,
Kribbellaceae, Muribaculaceae, Anaplasmataceae, Spiroplasmataceae, Rikenellaceae,
Dysgonomonadaceae, Deinococcaceae, Eggerthellaceae, Erysipelotrichaceae, Idiomarinaceae,
Atopobiaceae, Dermabacteraceae, Candidatus Nanopelagicaceae, Hymenobacteraceae,
Gemmataceae, Methanosarcinaceae, Coriobacteriaceae, Ornithinimicrobiaceae,
Alicyclobacillaceae, Listeriaceae, Selenomonadaceae, Cyclobacteriaceae, Campylobacteraceae,
Natranaerobiaceae, Chromatiaceae, Desulfotomaculaceae, Cellvibrionaceae, Nocardiaceae,

Cellulomonadaceae, Desulfitobacteriaceae, Sporomusaceae, Fulvivirgaceae, Rhizobiaceae,
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Desulfovibrionaceae, Acidithiobacillaceae, Candidatus Nanosynbacteraceae, Treponemataceae,
Endomicrobiaceae, Halorubraceae, Candidatus Methanomethylophilaceae, Spirosomaceae,
Methanocaldococcaceae, Barnesiellaceae.

Género
Lactobacillus, Bifidobacterium, Neisseria, Fannyhessea, Prevotella, Limosilactobacillus,
Gardnerella, Enterococcus, Spirosoma, Sneathia, Escherichia, Cutibacterium, Klebsiella,
Staphylococcus, Brevundimonas, Bacillus, Tritonibacter, Ralstonia, Papillomaviridae,
Pseudomonas,  Stenotrophomonas, = Achromobacter,  Clostridium,  Acidaminococcus,
Lactiplantibacillus, Xanthobacter, Vibrio, Streptomyces, Furfurilactobacillus, Empedobacter,
Flavobacterium, Ottowia, Porphyromonas, Stutzerimonas, Salmonella, Streptococcus,
Acinetobacter, Maribius, Moraxella, Desulfofarcimen, Marinobacter, Aerococcus, Bartonella,
Leptospira, Buchnera, Psychrobacter, Photobacterium, Bacteroides, Mageeibacillus,
Chryseobacterium, Ureaplasma, Mycolicibacterium, Planococcus, Alteromonas,
Ligilactobacillus, Fimbriimonas, Anaerostipes, Clostridioides, Roseomonas, Coprococcus,
Priestia,  Brachyspira, = Mobiluncus, = Corynebacterium,  Circoviridae, = Neobacillus,
Dehalobacterium, Peribacillus, Poseidonibacter, Maculvirus, Halomonas, Eikenella, Schnuerera,
Formosa, Faecalibacterium, Blattabacterium, Levilactobacillus, Pediococcus, Hydrogenophilus,
Dialister, Megasphaera, Succinivibrio, Glycocaulis, Kordia, Yersinia, Pasteurella,
Desulfosarcina, Qiania, Shigella, Actinomyces, Cereibacter, Odoribacter, Grimontia,
Parvimonas, Aminipila, Paenibacillus, Schaalia, Aeromonas, Cetobacterium, Blautia,
Aliarcobacter, Polaribacter, Curvibacter, Lacinutrix, Nocardiopsis, Rothia, Sporosarcina,
Haliangium, Parabacteroides, Bacterioplanoides, Streptacidiphilus, Saccharopolyspora,
Mariniplasma, Suttonella, Stella, Methanobacterium, Plesiomonas, Aerosticca, Deefgea,
Butyricimonas, Cupriavidus, Paracoccus, Paraphotobacterium, Helicobacter, Ruminococcus,
Parageobacillus, Delftia, Bordetella, Janthinobacterium, Ferribacterium, Haemophilus,
Thermoanaerobacterium, Xanthomonas, Borrelia, Actinosynnema, Candidatus Endolissoclinum,
Microvirga, Jeotgalicoccus, Dorea, Pantoea, Epilithonimonas, Mycetocola, Anaerococcus,
Mycoplasma, Leptotrichia, Brevibacillus, Crassaminicella, Enterobacter, Acetoanaerobium,
Mycobacterium,  Flavihumibacter, Companilactobacillus, Lachnospira, Granulicatella,

Phaeobacter, Bizionia, Cloacibacterium, Maribacter, Weissella, Burkholderia, Shewanella,
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Legionella, Mariniflexile, Ignavigranum, Lentilactobacillus, Kribbella, Spiroplasma, Alistipes,
Peptoniphilus, Tannerella, Phocaeicola, Psychroserpens, Sphingomonas. Faecalicatena,
Microbacterium, Rhodobaca, Petrimonas, Myroides, Deinococcus, Ehrlichia, Idiomarina,
Sphingobacterium, Brachybacterium, Keratinibaculum, Sodaliphilus, Erysipelothrix, Candidatus
Portiera, Finegoldia, Scardovia, Pseudoprevotella, Ilyobacter, Urbifossiella, Arabiibacter,
Mycoplasmopsis, Methanosarcina, Mammaliicoccus, Changpingibacter, Ornithinimicrobium,
Parolsenella, Collinsella, Listeria, Paraprevotella, Hymenobacter, = Campylobacter,
Natranaerobius, Lachnoanaerobaculum, Trueperella, Candidatus Planktophila, Candidatus
Nanopelagicus, Tetragenococcus, Cytobacillus, Terribacillus, Solibaculum, Roseburia, Simiaoa,
Romboutsia, Desulfotomaculum, Veillonella, Muribaculum, Antarcticibacterium,
Mucilaginibacter, Aggregatibacter, Cellvibrio, Rhodococcus, Capnocytophaga,
Denitrobacterium,  Niallia, = Paraoerskovia, = Atopobium, Vagococcus,  Heyndrickxia,
Caldalkalibacillus, Virgibacillus, Alkalihalobacillus, Solibacillus, Alicyclobacillus, Effusibacillus,
Acutalibacter,  Desulfitobacterium,  Pectinatus, = Megamonas, Pelosinus, Riemerella,
Elizabethkingia,  Rufibacter,  Echinicola, Algoriphagus,  Chryseolinea,  Pedobacter,
Arachidicoccus, Streptobacillus, Candidatus Doolittlea, Serratia, Erwinia, Nitrosococcus,
Rhizobium,  Wolbachia,  Sphingobium,  Wolinella,  Arcobacter, = Maridesulfovibrio,
Acidithiobacillus, Candidatus Nanosynbacter, Treponema, Endomicrobium, Halorubrum,
Candidatus Methanomethylophilus, Tenacibaculum, Dyadobacter, Profundibacter, Aquimarina,
Erysipelatoclostridium, Rheinheimera, Methanocaldococcus, Miniphocaeibacter, Coprobacter,

Fusobacterium.

Especies
Lactobacillus crispatus, Lactobacillus jensenii, Bifidobacterium dentium, Lactobacillus johnsonii,
Neisseria gonorrhoeae, Fannyhessea vaginae, Lactobacillus gasseri, Limosilactobacillus
vaginalis, Prevotella buccalis, Enterococcus faecalis, Gardnerella vaginalis, Spirosoma sp. CJU-
R4, Sneathia vaginalis, Lactobacillus iners, Escherichia coli, Lactobacillus amylovorus,
Cutibacterium acnés, Lactobacillus paragasseri, Gardnerella piotii, Brevundimonas nasdae,
Staphylococcus cohnii, Tritonibacter mobilis, Ralstonia solanacearum, Bacillus thuringiensis,
Lactobacillus taiwanensis, Lactobacillus helveticus, Klebsiella huaxiensis, Klebsiella pneumoniae,

Prevotella melaninogenica, Alphapapillomavirus, Stenotrophomonas maltophilia, Prevotella
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scopos, Limosilactobacillus reuteri, Prevotella denticola, Acidaminococcus fermentans,
Prevotella intermedia, Gardnerella leopoldii, Lactiplantibacillus plantarum, Xanthobacter
autotrophicus, Prevotella enoeca, Furfurilactobacillus rossiae, Staphylococcus aureus,
Empedobacter falsenii, Vibrio sp. Scap24, Lactobacillus delbrueckii, Prevotella jejuni,
Achromobacter xylosoxidans, Ottowia testudinis, Lactobacillus intestinalis, Stutzerimonas
stutzeri, Salmonella entérica, Limosilactobacillus fermentum, Achromobacter sp. MFA1l R4,
Prevotella nigrescens, Lactobacillus acidophilus, Prevotella copri, Porphyromonas somerae,
Maribius sp. THAF1, Flavobacterium plurextorum, Moraxella osloensis, Desulfofarcimen
acetoxidans, Staphylococcus arlettae, Bartonella krasnovii, Aerococcus christensenii, Leptospira
santarosai, Buchnera aphidicola, Acinetobacter johnsonii, Photobacterium damselae,
Bifidobacterium adolescentes, Prevotella veroralis, Mageeibacillus indolicus, Marinobacter sp.
LQ44, Psychrobacter sp. P11F6, Limosilactobacillus frumenti, Pseudomonas sp. CIP-10,
Spirosoma sp. KUDC1026, Gardnerella swidsinskii, Prevotella histicola, Streptomyces sp. ICC4,
Prevotella sp. oral taxon 299, Ureaplasma urealyticum, Pseudomonas putida, Mycolicibacterium
litorale, Pseudomonas aeruginosa, Alteromonas macleodii, Clostridium botulinum, Pseudomonas
phenolilytica, Fimbriimonas ginsengisoli, Planococcus sp. MB-3u-03, Clostridium perfringens,
Pseudomonas chengduensis, Clostridioides difficile, Roseomonas mucosa, Coprococcus catus,
Priestia megaterium, Brachyspira pilosicoli, Mobiluncus curtisii, Clostridium tetani, Circoviridae
2 LDMD-2013, Neobacillus drentensis, Prevotella multiformis, Ligilactobacillus salivarius,
Dehalobacterium  formicoaceticum, Achromobacter sp. AONIH1, Klebsiella grimontii,
Peribacillus frigoritolerans, Streptomyces sp. ICC1l, Anaerostipes caccae, Pseudomonas
oleovorans, Spirosoma radiotolerans, Poseidonibacter lekithochrous, Halomonas sp. JS92-SW72,
Eikenella exigua, Schnuerera ultunensis, Formosa sp. L2Al1l, Streptomyces sp. NHF165,
Streptococcus equi, Prevotella dentalis, Blattabacterium cuenoti, Faecalibacterium prausnitzii,
Flavobacterium johnsoniae, Levilactobacillus brevis, Pediococcus acidilactici, Vibrio natriegens,
Hydrogenophilus thermoluteolus, Maculvirus OWB, Dialister pneumosintes, Clostridium kluyveri,
Succinivibrio dextrinosolvens, Bacillus cereus, Glycocaulis alkaliphilus, Prevotella oris,
Bacteroides fragilis, Kordia antarctica, Enterococcus faecium, Desulfosarcina widdelii,
Pseudomonas wenzhouensis, Corynebacterium urealyticum, Streptococcus thermophilus,
Prevotella sp. Rep29, Qiania dongpingensis, Shigella flexneri, Cereibacter sphaeroides,

Odoribacter splanchnicus, Pasteurella multocida, Bacillus subtilis, Grimontia hollisae,
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Clostridium cellulovorans, Parvimonas micra, Bifidobacterium catenulatum, Lactobacillus
gallinarum, Streptomyces harbinensis, Lactobacillus ultunensis, Prevotella sp. oral taxon 475,
Bifidobacterium pullorum, Aminipila luticellarii, Bacillus safensis, Porphyromonas gingivalis,
Clostridium butyricum, Aeromonas caviae, Prevotella fusca, Cetobacterium somerae,
Streptococcus suis, Clostridium cadaveris, Polaribacter pectinis, Aliarcobacter cryaerophilus,
Chryseobacterium sp. Y16C, Chryseobacterium indologenes, Marinobacter fonticola, Prevotella
bryantii, Clostridium sp. C1, Acinetobacter baumannii, Clostridium novyi, Actinomyces viscosus,
Curvibacter sp. AEP1-3, Lacinutrix sp. WUR7, Nocardiopsis alba, Clostridium sp. DL-VIII,
Sporosarcina sp. P37, Streptococcus anginosus, Rothia mucilaginosa, Haliangium ochraceum,
Schaalia odontolytica, Limosilactobacillus mucosae, Bacterioplanoides sp. SCSIO 12839,
Lactobacillus acetotolerans, Bifidobacterium pseudocatenulatum, Streptacidiphilus bronchialis,
Saccharopolyspora spinosa, Mariniplasma anaerobium, Suttonella sp. R2A3, Stella humosa,
Methanobacterium sp. MethCAN, Plesiomonas shigelloides, Paenibacillus polymyxa, Yersinia
pseudotuberculosis, Megasphaera hexanoica, Bifidobacterium lemurum, Blautia obeum,
Aerosticca soli, Psychrobacter arenosus, Deefgea sp. D13, Marinobacter sp. M3C,
Paraphotobacterium marinum, Porphyromonas asaccharolytica, Yersinia frederiksenii,
Helicobacter pylori, Parabacteroides distasonis, Ruminococcus champanellensis, Enterococcus
lactis, Parageobacillus thermoglucosidasius, Cupriavidus pauculus, Delftia lacustris, Bordetella
trematum, Janthinobacterium sp. Marseille, Ferribacterium limneticum, Lactobacillus
amylolyticus, Bifidobacterium longum, Prevotella sp. E15-22, Butyricimonas virosa,
Chryseobacterium arthrosphaerae, Streptomyces ficellus, Borrelia miyamotoi, Megasphaera
stantonii, Actinosynnema pretiosum, Anaerostipes hadrus, Lactobacillus sp. CBA3606,
Lactobacillus kefiranofaciens Paracoccus liaowangingii, Candidatus Endolissoclinum faulkneri,
Bifidobacterium breve, Microvirga ossetica, Haemophilus parainfluenzae, Ligilactobacillus
ruminis, Jeotgalicoccus sp. WY2, Dorea longicatena, Thermoanaerobacterium sp. RBIITD,
Corynebacterium occultum, Pantoea vagans, Epilithonimonas vandammei, Streptomyces
armeniacus, Mycetocola spongiae, Streptococcus pneumoniae, Mycoplasma sp. E35C,
Brevibacillus laterosporus, Clostridium sp. MD294, Crassaminicella profunda, Flavobacterium
indicum, Chryseobacterium carnipullorum, Enterobacter bugandensis, Vibrio alfacsensis,
Acidaminococcus intestini, Achromobacter spanius, Bacillus sp. BD59S, Acetoanaerobium

sticklandii, Xanthomonas translucens, Mycobacterium sp. DL440, Flavihumibacter rivuli,
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Companilactobacillus alimentarius, Lachnospira eligens, Granulicatella elegans, Prevotella sp.
E9-3, Prevotella herbatica, Phaeobacter gallaeciensis, Clostridium sp. CM027, Clostridium
intestinale, Bizionia sp. M204, Cloacibacterium caeni, Streptomyces sp. BJ20, Streptomyces
angustmyceticus, Maribacter cobaltidurans, Weissella cibaria, Burkholderia dolosa, Shewanella
sp. MEBIC00475, Legionella longbeachae, Mariniflexile sp. TRM1-10, Chryseobacterium
shandongense, Ignavigranum ruoffiae, Staphylococcus lugdunensis, Lentilactobacillus hilgardii,
Kribbella gitaiheensis, Bifidobacterium pseudolongum, Streptococcus dysgalactiae, Megasphaera
massiliensis, Anaerococcus obesiensis, Bacteroides thetaiotaomicron, Bacillus velezensis,
Tannerella forsythia, Streptococcus oralis, Clostridium bornimense, Prevotella ruminicola,
Bacteroides eggerthii, Bacteroides heparinolyticus, Leptotrichia wadei, Streptococcus mitis,
Bacteroides sp. CBA7301, Psychroserpens sp. NJDZ02, Pseudomonas mendocina, Faecalicatena
sp. Marseille-Q4148, Microbacterium sp. BH-3-3-3, Rhodobaca barguzinensis, Maculvirus VP93,
Petrimonas mucosa, Myroides odoratus, Clostridium beijerinckii, Klebsiella variicola,
Deinococcus peraridilitoris, Klebsiella michiganensis, Actinomyces sp. Z16, Alistipes shahii,
Paracoccus mutanolyticus, Schaalia sp. ZJ405, Bifidobacterium thermophilum, Brachybacterium
sp. P6-10-X1, Corynebacterium atypicum,  Streptococcus porcinus,  Streptococcus
pseudopneumoniae, Planococcus antarcticus, Peptoniphilus harei, Keratinibaculum
paraultunense, Bacteroides zoogleoformans, Bacteroides stercoris, Phocaeicola salanitronis,
Sodaliphilus pleomorphus, Butyricimonas faecalis, Erysipelothrix sp. HDWG6A, Spiroplasma
sabaudiense, Pseudomonas sp. KNUC1026, Candidatus Portiera aleyrodidarum, Sphingomonas
rhizophila, Blautia massiliensis, Finegoldia magna, Streptococcus pyogenes, Scardovia inopinata,
Megasphaera elsdenii, Pseudoprevotella muciniphila, Chryseobacterium gallinarum,
Acinetobacter sp. TTHO-4, Leptotrichia sp. oral taxon 221, llyobacter polytropus, Pasteurella
canis, Urbifossiella limnaea, Pseudomonas multiresinivorans, Ehrlichia chaffeensis,
Pseudomonas sp. ATCC 13867, Flavobacterium haoranii, Arabiibacter massiliensis, Lactobacillus
panisapium, Mycoplasmopsis bovis, Idiomarina loihiensis, Sphingobacterium sp. SRCM116780,
Methanosarcina barkeri, Corynebacterium tuberculostearicum, Bacteroides xylanisolvens,
Changpingibacter yushuensis, Bifidobacterium actinocoloniiforme, Ornithinimicrobium sp.
JY. X270, Corynebacterium aurimucosum, Parolsenella catena, Staphylococcus hominis,
Paenibacillus bovis, Anaerococcus mediterraneensis, Prevotella sp. E13-17, Paraprevotella

xylaniphila, Bacteroides salyersiae, Hymenobacter qilianensis, Clostridium septicum,
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Xanthomonas  campestris,  Natranaerobius  thermophilus,  Bacteroides helcogenes,
Lachnoanaerobaculum umeaense, Actinomyces sp. zg-332, Trueperella pecoris, Bifidobacterium
angulatum, Candidatus Planktophila vernalis, Candidatus Nanopelagicus limnes, Aerococcus
urinaehominis, Tetragenococcus halophilus, Cytobacillus gottheilii, Terribacillus sp. DMTO04,
Paenibacillus brasilensis, Faecalibacterium sp. IP118, Solibaculum mannosilyticum, Roseburia
intestinalis, Simiaoa sunii, Romboutsia hominis, Desulfotomaculum nigrificans, Veillonella
rodentium, Bacteroides coprosuis, Bacteroides nordii, Parabacteroides faecis, Muribaculum
intestinale, Flavobacterium crocinum, Antarcticibacterium flavum, Mucilaginibacter rubeus,
Aggregatibacter sp. 2125159857, Cellvibrio sp. KY-GH-1, Brevundimonas sp. AJA228-03.
Neisseria arctica, Mammaliicoccus sciuri, Staphylococcus epidermidis, Actinomyces sp. 432,
Peptoniphilus sp. SAHP1, Rhodococcus equi, Cupriavidus oxalaticus, Capnocytophaga sputigena,
Denitrobacterium detoxificans, Niallia circulans, Paenibacillus antarcticus, [Haemophilus]
ducreyi, Paraoerskovia marina, Atopobium sp. oral taxon 416, Collinsella aerofaciens, Collinsella
sp. zg1085, Streptococcus constellatus, Streptococcus infantis, Vagococcus zengguangii, Bacillus
pseudomycoides, Heyndrickxia oleronia, Caldalkalibacillus thermarum, Virgibacillus sp. MSP4-
1, Alkalihalobacillus clausii, Mammaliicoccus vitulinus, Solibacillus sp. R5-41, Alicyclobacillus
acidoterrestris, Effusibacillus dendaii, Listeria grayi, Listeria weihenstephanensis, Acutalibacter
muris, Clostridium fermenticellae, Clostridium taeniosporum, Clostridium carboxidivorans,
Blautia liquoris, Anaerostipes rhamnosivorans, Desulfitobacterium dichloroeliminans,
Thermoanaerobacterium xylanolyticum, Dialister hominis, Pectinatus frisingensis, Megamonas
hypermegale, Pelosinus fermentans, Spiroplasma endosymbiont of 'Nebria riversi', Prevotella sp.
E13-3, Porphyromonas crevioricanis, Bacteroides luhongzhouii, Bacteroides caccae, Phocaeicola
dorei, Parabacteroides goldsteinii, Alistipes onderdonkii, Flavobacterium sp. xIx-214,
Flavobacterium  columnare, Flavobacterium crassostreae, Riemerella  anatipestifer,
Elizabethkingia anophelis, Rufibacter sp. DG15C, Echinicola vietnamensis, Algoriphagus sp.
NBTO04N3, Chryseolinea soli, Sphingobacterium sp. E70, Pedobacter steynii, Arachidicoccus soli,
Streptobacillus moniliformis, Candidatus Doolittlea endobia, Serratia inhibens, Candidatus
Erwinia haradaeae, Acinetobacter lwoffii, Psychrobacter cryohalolentis, Idiomarina sp. OT37-5b,
Nitrosococcus watsonii, Rhizobium leguminosarum, Ehrlichia ruminantium, Wolbachia
endosymbiont of Ctenocephalides felis wCfeJ, Sphingomonas xanthus, Sphingobium indicum,

Campylobacter peloridis, Campylobacter concisus, Wolinella succinogenes, Arcobacter cloacae,
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Maridesulfovibrio hydrothermalis, Acidithiobacillus caldus, Candidatus Nanosynbacter sp. HMT-
352, Treponema peruense, Endomicrobium proavitum, Halorubrum lacusprofundi, Candidatus
Methanomethylophilus alvus, Tenacibaculum maritimum, Achromobacter deleyi, Profundibacter
amoris, Chryseobacterium sp. PCH239, Aquimarina sp. BL5, Spirosoma endbachense,
Dyadobacter fermentans, Erysipelatoclostridium  ramosum, Rheinheimera  mangrovi,
Flavobacterium endoglycinae, Methanocaldococcus jannaschii, Rothia sp. ZJ932, Streptomyces
spectabilis, Miniphocaeibacter halophilus, Spiroplasma poulsonii, Coprobacter secundus,
Fusobacterium necrophorum.

Taxas identificados en la microbiota vaginal de pacientes control (Secuenciacién metagendmica).

Phylum
Firmicutes, Actinobacteria, Proteobacteria, Bacteroidetes, Heunggongvirae, Fusobacteria,
Spirochaetes, Tenericutes, Euryarchaeota, Deinococcus-Thermus.

Familia
Lactobacillaceae, Actinomycetaceae, Bifidobacteriaceae, Enterobacteriaceae, Prevotellaceae,
Cytophagaceae, Pseudomonadaceae, Rhodobacteraceae, Straboviridae, Caulobacteraceae,
Staphylococcaceae, Odoribacteraceae, Moraxellaceae, Leptotrichiaceae, Burkholderiaceae,
Flavobacteriaceae, Streptomycetaceae, Peptoniphilaceae, Alcaligenaceae, Bacillaceae,
Paenibacillaceae, = Fusobacteriaceae,  Vibrionaceae, Clostridiaceae, Leptospiraceae,
Mycoplasmataceae, = Peptococcaceae,  Neisseriaceae, = Aerococcaceae, Atopobiaceae,
Enterococcaceae, Xanthomonadaceae, Streptococcaceae, Chitinophagaceae, Pasteurellaceae,
Herpesvirales, Lachnospiraceae, Planococcaceae, Micrococcaceae, Corynebacteriaceae,
Eggerthellaceae, Rhodanobacteraceae, Bartonellaceae, Weeksellaceae, Roseobacteraceae,
Hyphomicrobiaceae, Hyphomonadaceae, Desulfobacteraceae, Oscillospiraceae,
Peptostreptococcaceae, Propionibacteriaceae, Spirosomaceae, Veillonellaceae,
Halomonadaceae, Nocardioidaceae, Bacteroidaceae, Erwiniaceae, Mycobacteriaceae,
Anaplasmataceae, Coriobacteriaceae, Carnobacteriaceae, Tissierellaceae, Tannerellaceae,
Azonexaceae, Shewanellaceae, Erysipelotrichaceae, Nocardiaceae, Comamonadaceae,
Chromatiaceae, Aeromonadaceae, Legionellaceae, Methanocaldococcaceae, Arcobacteraceae,

Borreliaceae, Erythrobacteraceae, Cellulomonadaceae, Xanthobacteraceae, Blattabacteriaceae,
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Nocardiopsaceae, Oceanospirillaceae, Sphingobacteriaceae, Spiroplasmataceae,

Deinococcaceae, Idiomarinaceae, Methanosarcinaceae, Natranaerobiaceae, Barnesiellaceae.

Género
Lactobacillus, Fannyhessea, Gardnerella, Limosilactobacillus, Klebsiella, Prevotella, Spirosoma,
Tritonibacter, Pseudomonas, Tequatrovirus, Brevundimonas, Odoribacter, Staphylococcus,
Lactiplantibacillus, Acinetobacter, Sneathia, Ralstonia, Streptomyces, Achromobacter, Bacillus,
Paenibacillus, Flavobacterium, Parvimonas, Weissella, Cetobacterium, Vibrio, Clostridium,
Leptospira, Desulfofarcimen, Ureaplasma, Aerococcus, Lancefieldella, Neisseria, Escherichia,
Enterococcus, Levilactobacillus, Bifidobacterium, Streptococcus, Pasteurella, Herpesviridae,
Stenotrophomonas, Planococcus, Rothia Corynebacterium, Pediococcus, Furfurilactobacillus,
Stutzerimonas, Ligilactobacillus, Actinomyces, Blautia, Luteibacter, Bartonella, Salmonella,
Chryseobacterium, Maribius, Mammaliicoccus, Tenacibaculum, Eggerthella, Hyphomicrobium,
Hyphomonas, Lacibacter, Finegoldia, Desulfosarcina, Cutibacterium, Dyadobacter,
Acetoanaerobium, Mageeibacillus, Halomonas, Nocardioides, Bacteroides, Burkholderia,
Buchnera, Eikenella, Mycobacterium, Flavihumibacter, Ehrlichia, Profundibacter, Xanthomonas,
Coriobacterium, Peptoniphilus, Jeotgalibaca, Schnuerera, Ferribacterium, Shewanella,
Tannerella, Myroides, Aquimarina, Dialister, Rhodococcus, Mobiluncus, Erysipelatoclostridium,
Moraxella, Curvibacter, Loigolactobacillus, Megasphaera, Rheinheimera, Schaalia, Aeromonas,
Bizionia, Legionella, Methanocaldococcus, Aliarcobacter, Arabiibacter, Cupriavidus, Borrelia,
Porphyrobacter, Ruminococcus, Cloacibacterium, Erysipelothrix, Lachnoanaerobaculum,
Cellulomonas, Halopseudomonas, Xanthobacter, Clostridioides. Peribacillus, Formosa,
Blattabacterium, Lacinutrix, Nocardiopsis, Bacterioplanoides, Lachnospira, Mariniflexile,
Capnocytophaga, Denitrobacterium, Haemophilus, Companilactobacillus, Ignavigranum,
Lentilactobacillus, Spiroplasma, Deinococcus, Idiomarina, Sphingobacterium, Mycoplasmopsis,

Methanosarcina, Natranaerobius, Niallia, Miniphocaeibacter, Coprobacter, Fusobacterium

Especies
Lactobacillus crispatus, Fannyhessea vaginae, Lactobacillus iners, Lactobacillus johnsonii,
Gardnerella vaginalis, Gardnerella piotii, Limosilactobacillus vaginalis, Klebsiella pneumoniae,

Lactobacillus taiwanensis, Spirosoma sp. CJU-R4, Tritonibacter mobilis, Tequatrovirus kaw,
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Odoribacter splanchnicus, Lactobacillus jensenii, Klebsiella huaxiensis, Brevundimonas nasdae,
Prevotella enoeca, Lactiplantibacillus plantarum, Prevotella scopos, Sneathia vaginalis,
Acinetobacter baumannii, Ralstonia solanacearum, Staphylococcus cohnii, Lactobacillus
paragasseri, Gardnerella swidsinskii, Parvimonas micra, Weissella cibaria, Gardnerella
leopoldii, Cetobacterium somerae, Pseudomonas sihuiensis, Lactobacillus amylovorus, Bacillus
thuringiensis, Vibrio parahaemolyticus, Lactobacillus gasseri, Leptospira santarosai,
Lactobacillus acidophilus, Desulfofarcimen acetoxidans, Ureaplasma parvum, Flavobacterium
plurextorum, Staphylococcus aureus, Paenibacillus sp. BO1, Aerococcus christensenii,
Lactobacillus intestinalis, Lancefieldella parvula, Limosilactobacillus reuteri, Streptomyces sp.
ICC1, Neisseria gonorrhoeae, Lactobacillus delbrueckii, Achromobacter xylosoxidans,
Escherichia coli, Streptomyces armeniacus, Enterococcus faecium, Levilactobacillus brevis,
Limosilactobacillus frumenti, Pasteurella multocida, Paenibacillus sp. Cedars, Roseolovirus,

Stenotrophomonas maltophilia, Prevotella denticola, Planococcus sp. MB-3u-03, Streptomyces
sp. ICC4, Lactobacillus kefiranofaciens, Corynebacterium tuberculostearicum, Pseudomonas
multiresinivorans, Pediococcus acidilactici, Rothia mucilaginosa, Furfurilactobacillus rossiae,
Stutzerimonas stutzeri, Limosilactobacillus fermentum, Blautia massiliensis, Ligilactobacillus
saerimneri, Pseudomonas koreensis, Pseudomonas toyotomiensis, Klebsiella quasipneumoniae,
Luteibacter rhizovicinus, Bartonella krasnovii, Achromobacter sp. AONIH1, Pseudomonas sp.
CIP-10, Salmonella entérica, Brevundimonas albigilva, Prevotella buccalis, Maribius sp. THAF1,
Mammaliicoccus sciuri, Tenacibaculum maritimum, Eggerthella lenta, Hyphomicrobium sp. MC1,
Brevundimonas sp. GW460-12-10-14-LB2, Hyphomonas sp. KY3, Lacibacter sp. S13-6-6,
Finegoldia magna, Desulfosarcina widdelii, Staphylococcus epidermidis, Achromobacter spanius,
Cutibacterium acnés, Lactobacillus helveticus, Achromobacter deleyi, Bacillus sp. BD59S,
Acetoanaerobium  sticklandii,  Clostridium  cellulovorans, Mageeibacillus indolicus,
Bifidobacterium breve, Spirosoma sp. KUDC1026, Halomonas sp. JS92-SW72, Nocardioides sp.
dk884, Acinetobacter schindleri, Burkholderia dolosa, Bacillus wiedmannii, Pseudomonas
mendocina, Pseudomonas sp. phDV1, Buchnera aphidicola, Eikenella exigua, Clostridium novyi,
Actinomyces viscosus, Bifidobacterium longum, Mycobacterium sp. DL440, Flavihumibacter
rivuli, Streptococcus pyogenes, Ehrlichia chaffeensis, Bacteroides helcogenes, Actinomyces sp.
432, Profundibacter amoris, Chryseobacterium sp. PCH239, Achromobacter sp. MFALl R4,

Coriobacterium glomerans, Prevotella copri, Streptococcus anginosus, Peptoniphilus sp. SAHP1,
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Streptococcus intermedius, Jeotgalibaca ciconiae, Xanthomonas albilineans, Bifidobacterium
dentium, Pseudomonas putida, Clostridium perfringens, Pseudomonas oleovorans, Schnuerera
ultunensis, Flavobacterium johnsoniae, Ferribacterium limneticum, Shewanella sp. MEBiIC00475,
Tannerella forsythia, Myroides odoratus, Pseudomonas sp. ATCC 13867, Clostridium septicum,
Aquimarina sp. BL5, Spirosoma endbachense, Dyadobacter fermentans, Dialister pneumosintes,
Mobiluncus curtisii, Klebsiella grimontii, Chryseobacterium arthrosphaerae, Flavobacterium
haoranii, Clostridium sp. CM027, Erysipelatoclostridium ramosum, Streptomyces cavourensis,
Moraxella osloensis, Lactobacillus ultunensis, Curvibacter sp. AEP1-3, Clostridium intestinale,
Rhodococcus equi, Brevundimonas sp. PAMC22021, Flavobacterium cerinum, Loigolactobacillus
coryniformis, Megasphaera hexanoica, Rheinheimera mangrovi, Dyadobacter sp. CY399,
Clostridium kluyveri, Aeromonas caviae, Bizionia sp. M204, Legionella longbeachae, Schaalia sp.
ZJ405, Flavobacterium endoglycinae, Methanocaldococcus jannaschii, Lactobacillus
amylolyticus, Arabiibacter massiliensis, Aliarcobacter skirrowii, Cupriavidus oxalaticus,
Staphylococcus arlettae, Pseudomonas wenzhouensis, Porphyrobacter sp. CACIAM 03H1,
Borrelia crocidurae, Clostridium beijerinckii, Lactobacillus panisapium, Ruminococcus
champanellensis, Cloacibacterium caeni, Lachnoanaerobaculum umeaense, Cellulomonas sp.
H30R-01, Rhodococcus jostii, Erysipelothrix sp. Poltava, Halopseudomonas salegens, Vibrio
europaeus, Vibrio japonicus, Xanthobacter autotrophicus, Acinetobacter johnsonii, Clostridioides
difficile, Peribacillus frigoritolerans, Formosa sp. L2A11, Streptomyces sp. NHF165,
Blattabacterium cuenoti, Prevotella oris, Lacinutrix sp. WUR7, Nocardiopsis alba,
Bacterioplanoides sp. SCSIO 12839, Lactobacillus acetotolerans, Paenibacillus polymyxa,
Lachnospira eligens, Streptomyces sp. BJ20, Mariniflexile sp. TRM1-10, Chryseobacterium
shandongense, Klebsiella variicola, Xanthomonas campestris, Capnocytophaga sputigena,
Denitrobacterium detoxificans, Rothia sp. ZJ932, Clostridium botulinum, Clostridium sp. DL-VIII,
Companilactobacillus alimentarius, Ignavigranum ruoffiae, Staphylococcus lugdunensis,
Lentilactobacillus  hilgardii, Deinococcus peraridilitoris,  Klebsiella  michiganensis,
Mycoplasmopsis  bovis, Idiomarina loihiensis, Sphingobacterium sp. SRCM116780,
Methanosarcina barkeri, Bacteroides xylanisolvens, Natranaerobius thermophilus, Niallia
circulans, Paenibacillus antarcticus, [Haemophilus] ducreyi, Streptomyces spectabilis,
Miniphocaeibacter halophilus, Spiroplasma poulsonii, Coprobacter secundus, Fusobacterium

necrophorum.
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