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Resumen: La infeccion causada por el virus del papiloma humano (VPH) es una de las enfermedades de transmisién
sexual mas frecuentes, pertenece al grupo de virus oncogénicos potencialmente cancerigeno. La microbiota se desarrolla
como un determinante que podria influir en el equilibrio aumentando o disminuyendo la evolucién y capacidad de
promocidn de infecciones virales. La homeostasis microbiana del aparato reproductor femenino mantiene el equilibrio
de las comunidades bacterianas que funcionan como barrera de proteccion frente a infecciones causadas por
microorganismos patogenos. Los cambios en la microbiota altera el microambiente cérvico — vaginal permitiendo la
persistencia, proliferacion y desarrollo de cancer frente a la infeccion por VPH. Sin embargo, la composicion microbiana
confluente de diferentes regiones geogréaficas y su asociacion con diferentes tipos de la infeccion por VPH no se han
reportado. El presente estudio pretende identificar la microbiota cérvico — vaginal mediante el analisis metagendmico
de secuencias 16s ARN de diferentes fuentes geograficas y su relacion con los tipos de infeccion por VPH. Se
identificaron perfiles microbianos confluentes: Lactobacillus spp., Prevotella spp., y Gardnerella spp. estan presentes
independientemente del tipo de infeccion y la fuente geografica. Se observo mayor diversidad en pacientes negativas
para VPH, con un ecosistema mas equilibrado y resistente a perturbaciones. Identificamos biomarcadores asociados a
los diferentes tipos de infeccion por VPH, incluyendo Corynebacterium jeikeium y Corynebacterium urealyticum en
infecciones simples. Por otro lado, Eubacterium limosum es un potencial biomarcador relevante en la modulacion
inmunoldgica ante las infecciones por VPH. Se identificaron marcadores para infecciones multiples de VPH y los
posibles indicadores bioldgicos de cepas de bajo y alto riesgo de cancer cervical. La presente investigacion demostré la
asociacion de la ecologia microbiana cérvico — vaginal, los tipos de infeccion por VPH y la basqueda de biomarcadores
como potenciales mecanismos de identificacion temprana. Sin embargo, futuras investigaciones requieren la integracion
de factores socio — demogréficos y las limitaciones del analisis metagendmico para una mejor precision e interpretacion
de los resultados.

Palabras clave: 16s ARN; Microbiota; VPH; Secuenciacion; Metagendmica
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Abstract: Infection caused by the human papillomavirus (HPV) is one of the most frequent sexually transmitted diseases
and belongs to the group of potentially carcinogenic oncogenic viruses. The microbiota develops as a determinant that
could influence the balance by increasing or decreasing the evolution and promotion capacity of viral infections. The
microbial homeostasis of the female reproductive tract maintains the balance of bacterial communities that function as
a protective barrier against infections caused by pathogenic microorganisms. Changes in the microbiota alter the
cervical-vaginal microenvironment allowing the persistence, proliferation and development of cancer in the face of
HPV infection. However, the confluent microbial composition of different geographic regions and its association with
different types of HPV infection have not been reported. The present study aims to identify the cervical — vaginal
microbiota by metagenomic analysis of 16s RNA sequences from different geographical sources and their relationship
with HPV infection types. Confluent microbial profiles were identified: Lactobacillus spp, Prevotella spp, and
Gardnerella spp were present regardless of infection type and geographic source. Greater diversity was observed in
HPV-negative patients, with a more balanced ecosystem resistant to perturbations. We identified biomarkers associated
with different types of HPV infection, including Corynebacterium jeikeium and Corynebacterium urealyticum in single
infections. On the other hand, Eubacterium limosum is a potential biomarker relevant to immune modulation in HPV
infections. Markers for multiple HPV infections and potential biomarkers of low and high-risk strains for cervical cancer
were identified. The present investigation demonstrated the association of cervical microbial ecology, HPV infection
types and biomarker search as potential early identification mechanisms. However, future research requires the
integration of socio-demographic factors and the limitations of metagenomic analysis for better accuracy and
interpretation of the results.

Keywords: 16s RNA; Microbiota; VPH; Sequencing; Metagenomics

1. Introduccién

El virus del Papiloma humano (VPH) pertenece a la familia Papillomaviridae, infecta células epiteliales en humanos y otros
animales, desencadenando infecciones epiteliales asintomaticas, hiperplasia epitelial benigna o cancer. Estructuralmente, el VPH es
un virus pequefio desnudo, de forma icosaédrica sin envoltura comin de 50 a 60 nm de diametro (Cosper et al., 2021). Dicha
envoltura esta cubierta por moléculas de proteina L1 encargadas de la interaccion con los receptores de la superficie celular del
huésped y L2 complementaria a la funcién de L1, el cual facilita procesos criticos de la infeccién como la penetracion y el ensamblaje
nuclear del virus (Aksoy et al., 2017). EI VPH es un virus de ADN circular de doble cadena, de 8000 pb, sus viriones se unen a las
células epiteliales produciéndose infecciones productivas o latentes (Bruni L et al., 2023). En las infecciones productivas o activas,
la reproduccion viral se da en las células escamosas del huésped produciendo cambios celulares como coilocitosis, disqueratosis,
atipia nuclear o multi nucleacion, mientras que, la infeccion latente se produce en las células inmaduras del epitelio, en donde el
virus queda latente dentro de la célula. Se han descrito alrededor de 200 tipos de VPH, los cuales, se clasifican por su potencial
oncogeénico, se dividen en dos categorias: "alto riesgo" (AR-VPH) a aquellas cepas con alta probabilidad de promover la aparicion
de tumores en el cuello uterino y su progresién a lesiones precancerosas; mientras que, las cepas denominadas de bajo riesgo (BR-
VPH) estan asociadas a una interaccion deficiente con los mecanismos de dafio y estrés celular, generando verrugas genitales sin
riesgo de progresion a cancer (Dareng et al., 2016).

La microbiota vaginal es una comunidad compleja de microorganismos que reside en la vagina. Esta compuesta por bacterias,
virus y hongos. Su composicion es dindmica y puede variar segun diversos factores, como la edad, el ciclo menstrual, el uso de
anticonceptivos, hormonas, la higiene intima y las infecciones, ademas del origen étnico y factores socioculturales. Las bacterias
mas comunes son Lactobacillus spp., que desempefian un papel crucial en la subsistencia de un ambiente vaginal saludable (Liu et
al., 2022).
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La microbiota de la cavidad vaginal juega un papel crucial en el mantenimiento de la homeostasis del aparato reproductor
femenino ya que cuando se encuentra en equilibrio mantiene la integridad del epitelio vaginal y previene la colonizacion excesiva
de microorganismos nocivos (Ravel et al., 2011). Se ha descrito que la composicion de la microbiota cérvico — vaginal puede estar
asociada con el riesgo de adquirir una infeccién por VPH, dicho riesgo se ve asociado a la presencia o ausencia mayoritaria de
Lactobacillus crispatus el cual cumple como factor de proteccion, mientras que, Lactobacillus iners o Gardnerella vaginalis se han
presentado como factores de riesgo de contraer dicho virus (Chen et al., 2021). Otro estudio discute la hip6tesis donde la diversidad
bacteriana menos dominada por Lactobacillus spp., tiene un mayor riesgo de adquirir una infeccion persistente por VPH (Lee et al.,
2013). Se ha sugerido que la composicidn de la microbiota vaginal puede influir en la carga viral del VPH en mujeres infectadas;
una microbiota vaginal colonizada por Lactobacillus spp. podria estar asociada con una menor carga viral de VPH en comparacion
con una diversidad sujeta por otras comunidades bacterianas (Berg et al., 2020).

Los microorganismos presentes en la vagina pueden variar en dependencia de la edad y la condicion fisiolégica de la mujer.
En la menarquia y menopausia el pH de la cavidad vaginal es superior al pH de la etapa fértil de la mujer adulta, esta se encuentra
entre 3,8 — 4,5y se ha relacionado con una mayor abundancia de Lactobacillus spp. (Elizabeth et al., 2018). El tracto genital inferior
(TGI) de las mujeres adultas sanas en edad fértil presentan en su microbiota una incidencia del 68% de Lactobacillus spp. 78% de
micoplasmas, 45% de Gardnerella vaginalis y un 12% de Candida spp. El microbioma juega un rol estelar en el funcionamiento y
la homeostasis integral del tracto vaginal, se han identificado ciertas Community State Types (CST) que se diferencian por su
capacidad protectora contra infecciones y disfunciones. Dichas CST se diferencian por su nivel de proteccion el cual se mide segin
el valor numérico de Nunget; valores de 0 a 3 indican una mayor proteccion y han sido asociadas con comunidades de Lactobacilos
dominantes, mientras que, valores superiores a 3 sugieren una menor proteccién y mayor diversidad bacteriana, aumentando el
riesgo de disfuncién vaginal (Elovitz et al., 2019).

A partir del uso de la bioinformatica y la metagenémica se han desarrollado lineas de investigacion enfocadas en la microbiota
humana y la dindmica poblacional de las comunidades bacterianas. La capacidad de procesamiento de grandes cantidades de datos
bioldgicos, en particular, la secuenciacion del 16s ARN ha permitido inferir las relaciones filogenéticas entre los organismos
procariotas, acelerando los avances en la caracterizacion y composicion bacteriana en diferentes regiones del cuerpo humano
(Bermudez-Santana, 2016). Sin embargo, estas investigaciones no han profundizado en el impacto de la dindmica microbiana en los
procesos de diagnostico temprano de enfermedades de transmision sexual, como el VPH (Singer et al., 2021). Por lo tanto, el
presente estudio pretende evaluar la composicion de la microbiota cérvico - vaginal de mujeres en diferentes fuentes geograficas y
su asociacion con los diferentes tipos de infeccion por VPH, factores de riesgo, proteccion y la persistencia de la infeccion.

2. Materiales y métodos

Estrategia de busqueda, criterios de inclusién y exclusion

Se realizé una busqueda sistematica incluyendo estudios publicados entre el 2010 y 2023, en las bases de datos PubMed, Web
of Science, Scopus y Sequence Read Archive (SRA). Se usaron las palabras clave y términos controlados para “VPH”, “microbiota”,
“cérvico —vaginal”, “16s ARN”. Los criterios de inclusion para los estudios elegibles fueron: Estudios centrados en (l) la evaluacion
de la microbiota cérvico — vaginal y el VPH de bajo y alto riesgo de cancer cérvico uterino; (I1) las muestras clinicas deben ser
pruebas ginecolégicas de Papanicolau, (I11) ser estudios de secuenciacion de fragmentos de amplicones 16s ARN; (V) los datos
deben incluir controles de pacientes negativos para VPH; (V) tener datos sin procesar disponibles piblicamente sin necesidad de
requerir autorizacion de los autores principales. Dado a que los datos de analisis son publicos a partir de publicaciones conocidas,
no se requirio del consentimiento de pacientes ni la revision de un comité de bioética institucional.
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Analisis de secuencias y caracterizacion de la microbiota vaginal

Se realiz6 un andlisis metagendmico in silico dirigido al 16s ARN proveniente de muestras individuales de hisopados cérvico
— vaginales. Para el analisis correspondiente, las secuencias seleccionadas se clasificaron segln la base de datos de consulta y el
tipo de secuenciacion obtenida; el procesamiento de secuencias utilizo la interfaz de analisis bioinformatico Galaxy version 23.2.1.
Para los datos paired end 16s ARN se identificaron muestras de VPH negativo (- VPH), Infeccion simple por VPH (S — VPH),
Infeccion multiple por VPH (M — VPH), Infecciones de alto riesgo (AR — VVPH), Infecciones de bajo riesgo (BR — VVPH); y para las
muestras single end se identificaron a muestras de VPH negativo (-VPH) y VPH positivo (+VPH). Para cargar las secuencias en la
plataforma Galaxy Australia se utilizé la herramienta Sequence Read Archive Download and Extract reads in FASTQ en donde se
ingresaron los codigos de acceso de cada base de datos (Leinonen et al., 2011). Los datos que requirieron un proceso de analisis
agrupado, se concatenaron con la herramienta Concatenate Multiple Data Sets; posteriormente se realizé el proceso de alineamiento
contra el genoma humano Hg38 utilizando la herramienta Bowtie2 (Langmead et al., 2009; Langmead & Salzberg, 2012).

Los datos no alineados con el genoma humano Hg38 se utilizaron para la identificacion y etiquetado de las asignaciones
taxondmicas por sus siglas en inglés (Operational Taxonomic Units) OTUs utilizando la herramienta Kraken2 (Wood & Salzberg,
2014) mediante una alineacion precisa de K-mers y métodos de base de datos optimizados. La identificacion y asignacion de los
OTUs se realizé equiparando la base de datos miniKraken2 v2-2020. Dichos datos se utilizaron para la visualizacion en porcentaje
de la abundancia de los microorganismos. La visualizacion requirio de la herramienta krona pie Chart (Cuccuru et al., 2014; Ondov
et al., 2011) y consecuentemente para la segmentacién y diferenciacién gréafica se utilizé la herramienta Pavian (Breitwieser &
Salzberg, 2020).

Diversidad Microbiana y basqueda de marcadores bioldgicos

El reporte proveniente de miniKraken2 se cargo en la plataforma Galaxy Trakr, con la herramienta VVegan Abundance se
obtuvo el porcentaje de abundancia relativa por cada especie identificada. Este reporte permitio obtener el indice de diversidad
media de especies por cada base de datos utilizando la herramienta Kraken Tools Calculate Alpha Diversity segln los indices de
Shannon’s, Fisher, Simpson’s y Berger — Parker’s Alpha (Lu et al., 2022).
Para la identificacion de marcadores biolégicos de interés se analiz6 los conjuntos de comunidades microbianas seleccionadas en
relacion con el tipo de infeccion, para ello, se compararon los diferentes tipos de infeccion utilizando teoria de conjuntos con el uso
del Suite de analisis estadistico RStudio.
Para encontrar los marcadores bioldgicos se utilizé la siguiente formula (1):

[(S—VPHN M -VPH)U (-VPH)] Q)
3. Resultados

Seleccion de estudio
Los detalles del proceso de busqueda y la seleccion de bases de datos de las secuencias analizadas se resumen en la Tabla 1.
Se identificaron tres bases de datos provenientes de Asia (China), América (México) y Europa (Italia) las cuales se diferenciaron en
relacion con el tipo de infeccion por VPH. Se identificaron 61 lecturas crudas de pacientes diagnosticadas -VPH (Healthy); 46
lecturas crudas de pacientes diagnosticadas con S — VPH; 38 secuencias crudas de pacientes M — VPH y 54 secuencias crudas de
pacientes diagnosticadas con VVPH positivo sin clasificacion del tipo de VPH.
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Tabla 1. Caracteristicas de los estudios incluidos categorizados por fuente geografica y tipo de infeccién.

Plataformay

Autor p s Estudio de Po- Tipo de -
o Pais Disefio iy Tipo de Secuen-
Afo blacion Muestra ciacion
S—-VPH s i2cion d
ecuenciacion de
i . - - M - VPH . .
(LIZ%StZ? = China CasotmIC on AR — VPH Papanicolau amplicones
- Illumina MiSeq
BR - VPH
S—VPH
(Lépez-Fi- . B i M — VPH Secuenc_iacién de
lloy et al., >|:/i|§o CasotmI(’:on AR VPH Papanicolau amplicones
2022) B Illumina MiSeq
BR - VPH
(Di Paola Secuenciacion de
. _ - +VPH . amplicones
etal., Italia Caso — Con Papanicolau . P L
2017) trol -VPH Piro secuenciacién
454

Composicién de la microbiota cérvico — vaginal

Se obtuvo la comparacion de la riqueza bacteriana general y la composicion filogenética de la microbiota cérvico — vaginal
en pacientes diagnosticados con infeccién por S — VPH, M — VPH y Healthy respectivamente. La composicion de la microbiota
cervico — vaginal muestra una alta diferencia entre el tipo de infeccion y la fuente geografica de los datos analizados (Figura 1).
Se observa que en la condicion Healthy (Figura 2) indica que, a nivel de género, Lactobacillus spp. presenté un mayor porcentaje
de lecturas tanto en China, México e Italia. Asi como el género Gardnerella, Streptococcus o Prevotella aparecen en el 80% de las
secuencias de las bases de datos analizadas; mientras que, a nivel de especie: Lactobacillus iners y jensenii estan presentes en todas
las bases de datos, considerandose un factor comun de la microbiota cérvico — vaginal estudiada.
Las infecciones S — VPH (Figura S1) muestran la presencia de Olsenella spp., Gardnerella spp., Prevotella spp., Lactobacillus spp.,
Streptococcus spp. y Sneathia spp. tanto en China como en México; sin embargo, existen diferencias como la ausencia de
Chlamydiae a nivel de Phylum en México y la presencia de Prevotella jejuni y Prevotella scopos a nivel de especie en China.
En las infecciones M — VPH (Figura S2) existen similitudes nivel de género por Olsenella spp., Prevotella spp., Lactobacillus spp.,
Megasphera spp. y Sneathia spp. Por otro lado, existen diferencias a nivel de especie: en China existen especies como Olsenella
umbonata, Lactobacillus crispatus, Lactobacillus iners y Veinonella rodentium las cuales no se identificaron en Meéxico. En
contraste, México presenta especies como Prevotella sp. Oral taxon 99, Ezakiella massiliensis, Parvimonas micra y Fastidiospila
sanguinis de las cuales no se encontraron en China.

Por Gltimo, a nivel de especie en las secuencias + VPH provenientes de Italia (Figura S3) se encontré mayor cantidad de
lecturas vinculado a la presencia de Bifidobacterium breve, Gardnerella vaginalis, Lactobacillus herlveticus y Lactobacillus jensenii.
La importancia de la identificacion de las especies por cada tipo de infeccion permitié identificar los parametros de blusqueda de
marcadores biolégicos vinculados al tipo y estadio de la enfermedad ocasionada por la infeccién del VPH.
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Figura 2. Representacion Sankey de caracterizacion microbiana: Porcentaje de lecturas metagenémico a nivel de familia, género
y especie observado en dependencia del tipo de infeccion y el origen geografico de las secuencias A) China B) México C) Italia

Para complementar el andlisis de composicion microbiana se evaluaron los porcentajes de abundancia relativa a nivel de
especie. En China, las infecciones S-VPH presentan una mayor abundancia de Lactobacillus jensenii en relacion a infecciones M —
VPH o -VPH bajo un umbral de analisis mayor al 2% (Figura 3). Por otro lado, Prevotella intermedia se observa Gnicamente en -

VPH y por Gltimo la presencia de Gardenella vaginalis se encuentra presente en abundancias equivalentes independientemente del
tipo de infeccion y su fuente geogréfica.
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En México. Lactobacillus jensenii presenta una mayor abundancia en pacientes -VPH en comparacién con pacientes M —
VPH y S — VPH respectivamente (Figura S4). Streptococcus pneumoniae y Legionella pneumophila son especies que Unicamente
se encuentran en pacientes S—VVPH o M — VPH. En el caso de Italia (Figura S5) no existen diferencias significativas de abundancia
entre especies como Lactobacillus jensenii, Lactobacillus plantarum y Lactobacillus helveticus; sin embargo, especies como

Escherichia coli se encuentran Gnicamente en pacientes +VPH.
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Figura 3. Andlisis de abundancia relativa y composicion de la microbiota cérvico — vaginal en dependencia del tipo de infeccion
por VVPH a nivel de especie; base de datos: China. A) Representacion de barra compacta de las comunidades bacterianas identifi-
cadas: M — VPH, S— VPH y -VPH (Healthy), B) Diagrama de barras de las comunidades bacterianas identificadas: M — VPH, S —

VPH y -VPH (Healthy).
Diversidad microbiana
El estudio de diversidad alfa, se realiz6 para comprender la variabilidad microbiana dentro del ecosistema cérvico - vaginal.
Se obtuvo el anélisis de riqueza de especies en dependencia de las fuentes geogréficas y el tipo de infeccidn por VPH. Los indices
de diversidad utilizados incluyeron el indice de Shannon, que mide la riqueza y equidad de especies; el indice de Berger-Parker,
que se centra en la abundancia relativa entre especies; el indice de Simpson, que evalla la probabilidad de que dos individuos
seleccionados al azar pertenezcan a la misma especie; y por Gltimo el indice de Fisher, una medida integral de diversidad (Tabla 2).

Tabla 2. Diversidad Alfa de la microbiota cérvico — vaginal a nivel de especie.

Healthy S-VPH M - VPH +VPH
Diversidad Alfa < o < < ° - o
= 2 = £ 2 c 2
£ 3 = S ) ) 3
®) S ®) s ®) S %
Shannon’s 3,09 1,96 2,33 2,36 3,29 3,02 2,41 2,56
Berger 0,15 0,56 0,32 0,49 0,21 0,19 0,45
Parker’s ' ' ' ' ' ' ' 0,26
Simpson’s 0,93 0,66 0,83 0,73 0,92 0,91 0,77 0,84

Fisher index 917 3.007,8 989,57 1.945,4 3.381,7 1.261 2.440,6 1.940.9
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Las muestras -VVPH muestran que la diversidad es variada en comparacion con la diversidad microbiana en los diferentes tipos
de infeccion. China es la poblacién con mayor diversidad bajo los indices de Shannon, Simpson y Fisher; por otro lado, los pacientes
-VPH provenientes de Italia tienen mayor variabilidad de las especies microbianas, las cuales presentan una mayor dominancia en
su comunidad (Tabla 2). Los pacientes S - VPH provenientes de México tienen un valor equivalente a la diversidad de los pacientes
M — VPH provenientes de China bajo el indice de Shannon, explicando que los valores mas altos reflejan una mayor diversidad de
especies y distribucion equitativa entre ellas (Figura 4). Por Ultimo, el andlisis de diversidad alfa de las muestras +\VVPH provenientes
de Italia muestran un valor medio entre las infecciones S — VPH y M — VPH resultando una diversidad mas variada y con una
distribucion mas equilibrada dentro de su comunidad (Figura S6).

Diversidad Microbiana
4_—

Alpha Diversity
- N w
L L L

¢
+

China Healthy
Mexico Healthy
Italia Healthy
China S - VPH
Mexico S - VPH
China M - VPH
Mexico M - VPH
Italia +VPH

¢ Shannons

Figura 4. Diversidad alfa microbiana bajo el indice estadistico de Shannon en las diferentes regiones (China, México e Italia) y el
tipo de infeccion por VPH.

Seleccién de Marcadores Bioldgicos

Con la finalidad de identificar especies que pudieran utilizarse como marcadores bioldgicos de los tipos de infeccion por VPH
se obtuvo el producto de la interseccion (N) del tipo de infecciones simples e infecciones maltiples y la unién (U) con las especies
de pacientes — VPH. El analisis identificd que para infecciones S - VPH se consideran 11 especies de interés: Acetohalobium
arabaticum, Candidatus Koribacter versatilis, Candidatus Sodalis pierantonius, Corynebacterium jeikeium, Corynebacterium
ureicelerivorans, Eubacterium limosum, Haemophilus influenzae, Klebsiella variicola, Lactobacillus parabuchneri, Novibacillus
thermophilus, Pragia fontium; mientras que para infecciones multiples de VPH se consideran 2 especies de interés:
Symbiobacterium thermophilum, Syntrophomonas wolfei (Figura 5).

[(S—VPH N M - VPH) (-VPH)]

Healthy S-VPH

Acetohalobium arabaticum
Candidatus Koribacter versatilis

lid Sodalis pier i
Corynebacterium jeikeium
Corynebacterium ureicelerivorans
Eubacterium limosum
Haemophilus influenzae
Klebsiella variicola
Lactobacillus parabuchneri
Novibacillus thermophilus
Pragia fontium

(58.7%)

Symbiobacterium thermophilum
Syntrophomonas wolfei

M - VPH
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Figura 5. Analisis comparativo de conjuntos de especies consenso independientes de la fuente geografica; especies de interés entre
infecciones simples de VPH, infecciones multiples de VPH y pacientes — VPH.

4. Discusion

Actualmente las infecciones por VPH son una causa significativa en el desarrollo de cancer cérvico uterino y mortalidad a
nivel mundial, a pesar de la existencia de mecanismos de prevencion y vacunacion (Cosper et al., 2021). Por esta razén, la evolucion
de las infecciones por VPH vy sus diversos genotipos son de gran interés clinico. Estudios previos han detallado que las mujeres
infectadas con multiples cepas de VPH tienen una mayor probabilidad de sufrir lesiones y cancer cervical (Hildesheim et al., 2001).
En la presente, evaluamos los perfiles microbianos a partir de secuencias 16s ARN en tres contextos geograficos diferentes (China,
México e Italia). Nuestros resultados indican que, a nivel de género, las especies Lactobacillus spp. Prevotella spp. y Gardnerella
spp. estan presentes en la microbiota vaginal, independientemente de la presencia o ausencia de infeccién por VPH. Esto concuerda
con el trabajo de Ahire y colaboradores, quienes describen el papel protector de la microbiota vaginal frente a las infecciones de
transmision sexual.

Los Community State Types (CST) clasifican a los diferentes tipos de microbiota vaginal basandose en la composicion
microbiana predominante. Los CST I, 11, 111, V estan dominados por las especies de Lactobacilos, los cuales, ademas de producir
compuestos que inhiben el crecimiento de patégenos ayudan a estimular la produccion de citoquinas antiinflamatorias (Ashique et
al., 2023). Por otro lado, Prevotella y Gardnerella se asocian con el CST IV, el cual no contiene una cantidad significativa de
Lactobacilos, pero se encuentra compuesta por una mezcla polimicrobiana considerada como un factor de riesgo ante la presencia
de virus como el VPH (Borgogna et al., 2020; Juérez et al., 2020). Esta informacion concuerda con nuestros resultados reflejados
en la Figura S1y S2. No obstante, Martin y colaboradores en 2008 indica que la presencia y abundancia bacteriana puede variar
en dependencia de distintos factores, incluyendo la edad, estado hormonal y diferentes parametros demograficos. Por lo que, es
necesario destacar que aun existiendo microorganismos en la microbiota vaginal normal, un desequilibrio en su abundancia relativa
puede tener diferentes implicaciones dentro de la salud reproductiva y en la interaccion con patégenos como el VPH (Fang et al.,
2022; Restrepo Arenas et al., 2021).

Los indices de diversidad alfa indican que, en nuestro estudio sin importar la procedencia geografica de los datos, la
microbiota de los pacientes Healthy exhibe una marcada diversidad y equidad de especies, tal como se evidencia en los indices de
Shannon, Simpson y Berger-Parker (Figura S6). Especificamente, el indice de Shannon (Figura 4), que considera tanto la riqueza
de especies como su equidad, muestra valores mas elevados en los pacientes considerados sanos, lo que determina una distribucion
maés uniforme de las especies concordando con los resultados obtenidos por Cosper y colaboradores en donde se resalta que existe
una relacidn entre la infeccidn por VPH y la variabilidad de bacterias especificas en el microambiente vaginal. Del mismo modo, el
indice de Berger-Parker, que evalGa la dominancia de la especie més abundante, indica una menor dominancia de una sola especie
en el grupo de individuos sanos (Madi et al., 2020). Morris y colaboradores en 2014) sugieren que un ecosistema mas equilibrado
es posiblemente mas resistente a las perturbaciones del ecosistema de la microbiota cérvico — vaginal coincidiendo con los resultados
obtenidos en tanto las S — VPH como M — VPH, que muestran un contraste hacia una menor diversidad y equidad de especies con
un ecosistema menos equilibrado y mas propenso al desarrollo y propagacion del virus del papiloma humano.

Los marcadores bioldgicos seleccionados en este estudio se asocian con la presencia especifica de ciertas especies bacterianas
para cada tipo de infeccion. Entre estas especies se encuentran Corynebacterium jeikeium y Corynebacterium ureicelerivorans,
bacterias que se han asociado principalmente con infecciones nosocomiales en pacientes inmunocomprometidos. Sin embargo, en
este estudio, estas bacterias se asocian con infecciones simples por VPH. Este hallazgo se corrobora con el estudio de Manzanares-
Leal y colaboradores en 2021, quienes reportaron los cambios que sufre la microbiota de pacientes que recibian quimioterapia,
radioterapia o braquiterapia como tratamiento para el cancer cervical y que estan relacionadas a infecciones por genotipos de VPH
considerados de alto riesgo (Chacén et al., 2006).
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Se ha identificado a Eubacterium limosum como una bacteria con potencial para modular la respuesta inmune. Un estudio
realizado en la Universidad de Illinois publicado en 2024 evalu6 el comportamiento de la microbiota humana frente a infecciones y
cancer. Este estudio reveld que la presencia de Eubacterium limosum podria formar parte de la inmunomodulacién tanto local como
sistémica, mejorando el reclutamiento de células T CD8 e IFNy, y disminuyendo asi la sefializacion de procesos inflamatorios. Por
lo tanto, en este estudio, la presencia de esta especie en el tracto cérvico-vaginal, las infecciones simples por VPH y su modulacion
inmunoldgica serian de gran interés para futuras investigaciones (Roy & Singh, 2024).

La investigacion llevada por Constantin y colaboradores en 2023 estudié las implicaciones de la dishiosis oral y las
infecciones por VPH, encontrando a Haemophilus influenzae como un biomarcador distintivo en pacientes contagiados por AR —
VPH y el desarrollo de cancer orofaringeo, bajo esta premisa nuestro estudio representa a Haemophilus influenzae como un posible
biomarcador de infecciones S — VPH y de cepas de AR - VPH. Por otro lado, se ha reportado la presencia de Haemophilus influenzae
en vulvovaginitis producto de las infecciones de transmision sexual relacionadas a las diferentes practicas sexuales determinadas
como uno de los factores de riesgo. Nuestro estudio no considero las relaciones demogréaficas de la poblacién de estudio, el vinculo
con las infecciones por VPH vy la presencia de Haemophilus influenzae en la cavidad cérvico — vaginal. Mpho en 2022 identifico
previamente a Klebsiella varicola en la microbiota cérvico — vaginal de pacientes infectados por cepas de AR — VPH sin presencia
de coinfecciones por el virus de inmunodeficiencia humana (VIH), en nuestro estudio este resultado podria ser categorizado como
un biomarcador de la presencia de cepas de AR — VPH en infecciones S — VPH. En las comunidades bacterianas estudiadas existe
una relacién entre una menor abundancia de Lactobacillus spp. y una mayor presencia de bacterias anaerobias. Entre estas especies
se incluyen a Gardnerella spp., Megasphera spp., Sneathia spp. y Prevotella spp., coincidiendo con Brotman, Oh y colaboradores
quienes categorizan a estas especies dentro del grupo CST IV asociada a una mayor gravedad de la enfermedad, mayor persistencia
de la infeccion y cominmente asociada con el desarrollo de neoplasia intracervical.

En la vagina de las mujeres en edad reproductiva, se estima que alrededor del 80% de microrganismos pertenecen al género
Lactobacillus spp. Estos lactobacilos aportan al mantenimiento de un pH bajo y produciendo componentes bacteriocinas. Se ha
descrito que Lactobacillus spp. produce enzimas capaces de fermentar el glucégeno presente en el epitelio cervical y la cavidad
vaginal cuando hay presencia de estrogenos, lo que resulta en una homeostasis vaginal basada en la produccion de cantidades
apropiadas de acido lactico. Esta produccion &cida favorece la barrera de proteccion de la mucosa vaginal contra infecciones por
microorganismos como el VPH (Zeng et al., 2023). Aunque no se ha documentado la presencia de Lactobacillus parabucherni en
la cavidad vaginal ni su relacién con las infecciones ocasionadas por VPH, es importante considerar que estudios como el realizado
por Martinez-Pefia y colaboradores en 2020 muestran que una microbiota no colonizada por lactobacilos productores de H202 tiene
15 veces méas de probabilidad de desarrollar vaginosis bacteriana. Por lo tanto, la investigacion desarrollada por la universidad de
Milan sugiere que la administracion de Lactobacillus crispatus como probidtico promueve la eliminacion de la infeccion viral del
VPH (DI PIERRO et al., 2021).

En este estudio se encontré la presencia de Syntrophomonas wolfei y a Symbiobacterium thermophilum como un biomarcador
para infecciones M — VVPH. Estas especies pertenecen al grupo de bacterias anaerobias, lo que significa que puede sobreviviry crecer
en ambientes carentes de oxigeno (Murdoch, 1998). La cavidad vaginal puede presentar condiciones anaerdbicas, especialmente
durante una infeccidn, permitiendo que estas especies puedan establecerse y proliferar en la microbiota cérvico — vaginal; sin
embargo, no esta relacionada con la presencia de cepas de AR — VPH.

En esta investigacion metagenémica exploramos la complejidad de la microbiota cérvico — vaginal de tres fuentes geograficas
diferentes y su interaccién con el VPH. Los resultados revelan que la presencia de Acetohalobium arabaticum, Candidatus
Koribacter versatilis, Candidatus Koribacter versatilis, Candidatus Koribacter versatilis se pueden relacionar como posibles
marcadores moleculares de S — VPH, las cuales podrian ser indicadores del contagio de cepas de bajo riesgo de cancer cérvico
uterino (BR — VPH) o cepas de alto riesgo de cancer cérvico uterino (AR — VPH). Estas especies no se han reportado previamente.
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Por altimo, es importante destacar que la metagendmica presenta limitaciones, como la calidad de las secuencias obtenidas en las
bases de datos, el sesgo de la genatipificacion por PCR y la complejidad de las comunidades bacterianas evaluadas en dependencia
de un solo gen (16s ARN) (Ravel et al., 2011). Finalmente, el presente estudio no incluy6 en su andlisis los diferentes factores socio
— demograficos como la edad, estado civil, educacion, ocupacion, practicas sexuales, uso de anticonceptivos, uso de alcohol o drogas,
higiene personal, acceso a la salud, dieta, estilo de vida, etc. Es por ello que, la omision de estos factores socio — demograficos
pueden determinarse como factores de confusion y lo que podria distorsionar la medida de asociacion entre las variables de estudio
(Brotman et al., 2014; Quince et al., 2017).

5. Conclusiones

Este estudio destaca la importancia de la composicion de la microbiota cérvico — vaginal y la susceptibilidad de la infeccion
por VPH, evidenciando que una microbiota dominada por Lactobacillus spp., se asocia con proteccién, mientras que, una mayor
presencia de Prevotella y Gardnerella indica susceptibilidad. El andlisis bioinformatico revela diferencias significativas en la
diversidad microbiana entre los individuos Healthy y aquellos con infecciones S — VPH o M — VPH, subrayando la relevancia de la
diversidad y equilibrio de la microbiota en la prevencion de la infeccion y propagacion del virus. Estos hallazgos sugieren que el
mantenimiento de una microbiota vaginal equilibrada podria ser clave en la lucha contra las infecciones por VPH.

El presente analisis destaca la importancia de identificar marcadores bioldgicos especificos asociados a la disbiosis de la
microbiota vaginal. Los hallazgos subrayan el papel de Corynebacterium jeikeium, Corynebacterium ureicelerivorans, Eubacterium
limosum, entre otros, como potenciales biomarcadores para la deteccidn temprana de cepas de AR — VPH, su estratificacion y el
riesgo de las infecciones por VPH. Estos marcadores no solo se pueden relacionar con la presencia de infecciones por VPH sino
también con la modulacion de la respuesta inmune, ofreciendo perspectivas para la investigacién y desarrollo de enfoques
terapéuticos basados en la manipulacién de la microbiota. El enfoque centrado en la busqueda de marcadores biolégicos representa
un paso en la personalizacién de la prevencidn, diagnostico y tratamiento de las infecciones por VPH.

Por Gltimo, futuras investigaciones deberan considerar las limitaciones de la metagendmica, asi como los factores socio —
demograficos con el fin de proporcionar una comprensién mas completa de la microbiota cérvico — vaginal y su comportamiento en
las infecciones ocasionadas por el VPH, su progresion, persistencia y desarrollo de cancer cérvico — uterino.
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diferentes regiones (China, México e Italia) y el tipo de infeccién por VPH.
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