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RESUMEN

El cancer cervicouterino (CaCu) es una de las enfermedades neoplasicas con mayor mortalidad entre
la poblacién femenina de 25 a 64 afios de edad; por lo que es importante la relacion de esta patologia
con otros factores bioldgicos como los microorganismos. La microbiota vaginal autdctona actta
como primera linea de defensa contra infecciones vaginales; cualquier alteracion favorece la
proliferacion de patdgenos oportunistas que producen sintomas y enfermedades. El objetivo de este
estudio consistio en el uso de sistemas miniaturizados de galerias APl para determinar y comparar
el perfil fenotipico de la microbiota vaginal de mujeres con y sin cancer cervicouterino.

Se analizaron muestras cervicovaginales de 80 mujeres donde, 40 muestras provenian de mujeres
recién diagnosticadas con CaCu localmente avanzado, grupo al que se denomind como pacientes y
40 muestras provenian de mujeres sin CaCu, grupo al que se denomin6 como controles.

Por caracterizacion micro y macroscépica, se aislaron 70 cepas bacterianas para ambos grupos de
estudio: 40 cepas se purificaron para el grupo de las pacientes y 30 cepas para el grupo de las
controles. El perfil fenotipico e identificacion bacteriana se realiz6 mediante el uso de sistemas
miniaturizados de galerias API bioMérieux® empleando API STAPH, AP1 20STREP, API 20E, API
CORYNE y API 50CHL/B. Derivado a esto, se identificaron fenotipicamente 20 fenotipos en total,
donde para el grupo de las pacientes se identificaron 12 fenotipos con 7 fenotipos exclusivos y para
el grupo de las controles se identificaron 13 fenotipos con 8 fenotipos exclusivos del mismo.
Ademas, se encontraron 5 fenotipos que fueron coincidentes para ambos grupos de estudio.

El desarrollo de un perfil fenotipico con respecto a la microbiota vaginal de mujeres con diagnostico
de CaCu y su comparacion respecto a mujeres sin dicha enfermedad, permitira generar los primeros
conocimientos acerca de la temética. El uso de sistemas miniaturizados de galerias API se muestran
como una excelente opcion de identificacion rapida y sencilla para ser empleada por laboratorios
gue no cuentan con la tecnologia e infraestructura para realizar pruebas de identificacién molecular,
especialmente si se trata de detectar de manera oportuna bacterias que pueden influir en el desarrollo

0 progresion de alguna patologia como puede ser el cancer cervicouterino.



ABSTRACT.

Cervical cancer (CC) is one of the neoplastic diseases with higher mortality among the female
population of 25 to 64 years of age; so it is important the relationship of this pathology with other
biological factors such as microorganisms. The autochthonous vaginal microbiota acts as the first
line of defense against vaginal infections; any alteration favors the proliferation of opportunistic
pathogens that produce symptoms and diseases. The objective of this study was to use miniaturized
systems of API galleries to determine and compare the phenotypic profile of the vaginal microbiota
of women with and without cervical cancer.

Cervicovaginal samples from 80 women were analyzed, where 40 samples came from women newly
diagnosed with locally advanced CC, a group referred to as patients, and 40 samples came from
women without CC, a group referred to as controls.

By micro and macroscopic characterization, 70 bacterial strains were isolated for both study groups:
40 strains were purified for the group of patients and 30 strains for the group of controls. The
phenotypic profile and bacterial identification was made with miniaturized systems of API
bioMérieux® galleries using APl STAPH, APl 20STREP, APl 20E, APl CORYNE and API
50CHL/B. Derived from this, 20 ribotypes were phenotypically identified in total, where for the
group of patients were identified 12 ribotypes with 7 exclusive ribotypes and for the control group
were identified 13 ribotypes with 8 exclusive ribotypes. In addition, 5 ribotypes were coincidental
for both study groups. The development of a phenotypic profile with respect to the vaginal
microbiota of women diagnosed with CC and its comparison with women without this disease, will
generate the first knowledge about the subject.

The use of miniaturized API gallery systems is an excellent option for quick and easy identification
to be used by laboratories that do not have the technology and infrastructure to perform molecular
identification tests, especially if it is to detect in a timely way bacterias that can influence the

development or progression of some pathology such as cervical cancer.



1. ANTECEDENTES.

1.1. CANCER CERVICOUTERINO.

El cancer cervicouterino (CaCu) es una alteracion celular que se origina en el epitelio del cuello del
utero. Se manifiesta por etapas, inicialmente a través de lesiones precursoras que en grado variable
evolucionan a cancer in situ cuando se compromete solo a la superficie epitelial y posteriormente a

cancer invasor cuando el compromiso traspasa la membrana basal ).

Se considera como una de las enfermedades neoplasicas mas frecuentes y mortales entre la
poblacién femenina, especialmente en el grupo de 25 a 64 afios de edad, reflejandose por lo tanto
como un grave problema de salud publica mundial al ocupar el cuarto lugar entre los canceres
diagnosticados con casi 528,000 casos anuales y mas de 266,000 muertes anuales siendo que cerca
del 85% de estas muertes son registradas en paises en vias de desarrollo e incluso se espera que para

el afio 2030, la mortalidad alcance 474,000 casos anuales @2,

La poblacion femenina en Latinoamérica se considera de alto riesgo para desarrollar CaCu; presenta
aproximadamente 68,818 casos anuales, es decir, una incidencia de 21.2 casos por 100,000 mujeres
entre 40 y 50 afios de edad, sin embargo, este padecimiento se detecta cada vez mas en mujeres

jovenes de entre 20 y 30 afios V).

Tovar y colaboradores @ realizaron un estudio epidemiolégico acerca de la mortalidad por cancer
cervicouterino en México realizado durante los afios 1980 al 2004, donde se revelaron las posibles
causas, edades prevalentes, afio de defuncion y entidad federativa; de acuerdo con esto, se determind
que los estados con mayor mortalidad por esta patologia fueron Colima, Nayarit y Yucatan, siendo

principalmente mujeres mayores de 25 afos.

A partir del afio 2012, el CaCu en México se reportd como la segunda causa de muerte entre la
poblacion femenina de 25 a 64 afios de edad y anualmente se estimo una ocurrencia de 13,960

casos™.,



En el afio 2015 se registraron 4,005 casos con una tasa de incidencia de 5.98 por 100,000 mujeres.
De acuerdo con un anélisis por grupos de edad, para el grupo de 25 afios y mas, la mortalidad fue
de 3,994 defunciones, con una tasa de incidencia de 11.5 por cada 100,000 mujeres. Para este mismo
afio, el cancer cervicouterino mostré un incremento en mujeres mayores de 35 afios, sin embargo,
fue el grupo de 50 a 59 afios de edad quienes registraron el mayor porcentaje de incidencia con
alrededor del 30% de los casos, siendo Colima, Guerrero, Oaxaca, Veracruz, Morelos, Chihuahua,
Yucatan y Chiapas las entidades con mayor mortalidad ®). Segin la Organizacion Mundial de la
Salud (OMS), el CaCu localmente avanzado (etapas IB2 -1VA) representa hasta 80% de los casos

en México ©,

Para el afio 2015 en México y con respecto a la clasificacion por etapas clinicas del CaCu, 26.5%
correspondieron a carcinoma in situ, 25.5% a etapas tempranas, 17.18% a etapas intermedias y un
31.19% a etapas tardias ©.

1.1.1. Cofactores de riesgo para desarrollar CaCu.
El CaCU es multicausal y obedece a la asociacion de diferentes cofactores de riesgo ©, los cuales

se enlistan a continuacién en la Tabla 1:

Tabla 1. Cofactores de riesgo para desarrollar CaCu.

Edad entre 25 y 64 afos

Consumo de alcohol

Tabaquismo

Inicio temprano de vida sexual

Uso de anticonceptivos

Multiples parejas sexuales

Antecedentes de enfermedades de transmision sexual

Edad del primer embarazo

Factores genéticos

Deficiencias nutricionales

Deficiencia de antioxidantes

Condiciones socioecondémicas

Analfabetismo

Infeccion cervicovaginal por virus del papiloma humano (VPH)
e Ausencia de antecedentes en la citologia vaginal

Modificado de Organizacién Mundial de la Salud (OMS), 1995-2015.
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1.1.2. Clasificacion de lesiones cervicales.

El CaCu tiene una evolucion a partir de lesiones premalignas no invasivas que se definen como
neoplasias cervicales intraepiteliales (NICs) o lesiones intraepiteliales escamosas (LIES), que son
anormalidades del cuello uterino confinadas en el espesor de este; histoldgicamente se clasifican de
la siguiente manera, segin la alteracion del epitelio ©7:

* NIC I: Displasia leve; lesion con compromiso de 1/3 inferior del espesor del epitelio.

* NIC II: Displasia moderada; lesion con compromiso de 2/3 inferiores del espesor del epitelio.

« NIC III: Displasia grave y carcinoma in situ; la lesién compromete todo el espesor del epitelio del

cuello de cérvix.

1.1.3. Clasificacién histopatoldgica del cancer cervicouterino.
La OMS clasifica los carcinomas cervicouterinos en tres grupos: 1) Carcinomas epidermoides, 2)
Glandulares o adenocarcinomas y 3) Otros tumores. A su vez, cada uno de estos tres grupos se

compone de diversos subtipos histoldgicos © (Tabla 2):

Tabla 2. Clasificacion histopatoldgica de tumores epiteliales malignos del cérvix uterino

Carcinomas epidermoides Glandulares Otros

e Carcinoma epidermoide  Adenocarcinoma e Tumores neuroendocrinos
(CE), de tipo usual ¢ Adenocarcinoma mucinoso - Carcinoide

e Carcinoma epidermoide - Endocervical - Carcinoide atipico
queratinizante - Intestinal - Carcinoma de células

e Carcinoma epidermoide no - Células de anillo sello pequefias
queratinizante - Desviacion minima - Carcinoma

e Carcinoma basaloide - Vello glandular neuroendocrino de

e Carcinoma verrucoso e Adenocarcinoma células grandes

e Carcinoma condilomatoso endometrioide , « Carcinoma

« Carcinoma papilar e Adenocarcinoma de células aden_oescamoso,

e Carcinoma de tipo claras _ . C_arc;lnoma de células
linfoepitelioma . Adenocarc!noma Seroso V|dr|_osas _
Epidermoide transcisional Adenogar_cmoma . Ca,rc[noma adenoideo

° EpIdE ) mesonéfrico quistico

* Car_cmoma de celulas e Carcinoma adenoideo
fusiformes (sarcomatoso) basal

e Carcinoma indiferenciado

Modificado de Organizacion Mundial de la Salud (OMS), 1995-2015.



1.1.4. Estadificacion del cancer cervicouterino.
La estatificacion se refiere al grado de diseminacion de la enfermedad en el cuerpo y se utiliza
principalmente para evaluar los riesgos y el pronostico asociados con la extension del cancer, a fin

de determinar el tratamiento apropiado para el paciente .

La Federacion Internacional de Ginecologia y Obstetricia (FIGO) ha integrado el sistema TNM
(sistema que se usa para describir tanto la cantidad de cancer como su diseminacion. T: Tamafio del
tumor y la diseminacion del cancer hacia el tejido cercano; N: Diseminacion del cancer hasta los
ganglios linfaticos cercanos; y M: Metastasis) del Comité Unido Americano del Cancer (AJCC, por

sus siglas en inglés) para realizar una estadificacion para el CaCu ©.

En la actualizacion del 2010, esta estadificacion caracteriza principalmente el tamafio tumoral,
extension de la invasion miocervical, invasién parametrial, extension de la pared pelviana,
afectacion de los ganglios linfaticos y presencia de metéstasis a distancia ®; en México, la Secretaria
de Salud determiné el uso de este sistema de estadificacion para cancer cervicouterino ©,

En la Tabla 3, se muestran los cuatro estadios del CaCu y su definicion; también se presenta la

etapa clinica o estadio precanceroso 0, que por la FIGO es considerada actualmente como lesion ©:

Tabla 3. Estadificacion del CaCu.
Estadio Definicion

Estadio precanceroso. Se presentan lesiones pequefias confinadas a la superficie
del epitelio del cuello uterino (NICs).
Presenta crecimiento en profundidad en el estroma. En su anchura, la lesion no
se extiende mas alla del cuello uterino. Se distinguen varios subestadios con
relacion a las dimensiones de la lesion y de su visibilidad macroscopica.
Cancer invasivo. No es macroscopicamente visible. Invasion del estroma
con una profundidad méxima de 5 mm y una extension horizontal <a 7

0

mm.
I 1A A1 Invasion estromal < 3 mm en profundidad y < 7 mm de extension
horizontal
A2 Invasion estromal > 3 mm y < 5 mm en profundidad, con una

extension horizontal <a 7 mm.
Cancer invasivo. Macroscopicamente visible.
IB IB1 Lesion con diametro méaximo inferior <4 cm
IB2 Lesién con didmetro maximo superior > 4 cm
9




Céncer visible a nivel macroscopico. Se extiende en los tejidos mas alla del
utero, pero no llega a los huesos de la pelvis ni al tercio inferior de la vagina.
Tumor sin invasion de parametrios
IIA 1IA1 Lesion clinicamente visible <4 cm en su mayor diametro
I1A2 Lesion clinicamente visible > 4 cm en su mayor diametro
IIB  Tumor con invasion de parametrios, sin llegar a la pared pelviana
El cancer se extiende a la pared pélvica, los huesos y/o el tercio inferior de la
vagina y comprime uno o ambos uréteres causando alteracion de la funcion
renal.
i HIA El tumor compromete el tercio inferior de la vagina, sin extension a la
pared pélvica
HIB El tumor se extiende a la pared pélvica y/o causa hidronefrosis o alteracion
de la funcion renal
Céncer avanzado y metastasico
IV IVA Inyade !os érganos_ pélvigos _adyacentes (_vejiga, recto) y/o se extiende
mas all& de la pelvis en si misma, es decir, al abdomen o la ingle.

IVB Con metastasis distante a pulmon, higado o hueso.
American Joint Committee on Cancer (AJCC), 2012.

1.2. VIRUS DEL PAPILOMA HUMANO.

La infeccion cervicovaginal por el virus del papiloma humano (VPH), es considerada como una de
las infecciones de transmision sexual mas frecuentes entre la poblacion mundial, con afectacion
principal en las mujeres jovenes 19, Mas del 98% de los casos de CaCu invasor estan asociados con
algun tipo de VPH; esta es la razdn principal por la que se ha establecido que la infeccion por VPH

es una causa necesaria pero no suficiente para desarrollar cancer cervicouterino 12,

En lesiones precursoras y malignas de CaCu, los genotipos de VPH que son responsables de casi el
70% de los casos de esta patologia, particularmente en mujeres menores de 45 afios de edad, son
VPH16 y VPH18; seguido de otros genotipos altamente oncologicos como son VPH31, 33, 35, 39,
45,51, 52, 56, 58, 59, 66 y 68 (13,

Un estudio de meta-analisis realizado en México ¥, reportd de acuerdo al tipo de lesion, las
siguientes frecuencias de VPH: a) Para cancer invasor: VPH 16 (63.1%), VPH 18 (8.6%), VPH 58
y VPH 31 (5%); b) Para lesiones intraepiteliales de alto grado: VPH 16 (28.3%), VPH 58 (12.6%),
VPH 18 (7.4%) y VPH 33 (6.5%); c) Para para lesiones intraepiteliales de bajo grado: VPH 16

10



(13.1%), VPH 33 (7.4%), VPH 18 (4.2%) y VPH 58 (2.6%); mientras que en mujeres sin lesiones:
VPH 16 (3.4%), VPH 33 (2.1%), 18 y 58 (1.2%) .

Existen diversos estudios que intentan buscar la relacion existente entre el CaCu y otros factores
biolégicos como los microorganismos. Destacan entre ellos la investigacion de Zur Hausen en el
afio 2009, por sus trabajos sobre el VPH y su implicacion en el CaCu ®®). Recientemente, Godoy y
colaboradores en 2015, indicaron la posibilidad de emplear exudados cervicovaginales de mujeres
puertorriquefas entre 20 y 50 afios de edad con VPH, como posible biomarcador asociado al CaCu,
mediante el analisis de la composicion y diversidad metabolica y funcional de su microbiota, a fin

de desarrollar herramientas diagnosticas y terapéuticas en la salud y enfermedad de dichas mujeres
(16)

1.3. MICROBIOTA.

La microbiota del cuerpo humano se define como el conjunto de comunidades microbianas que
habitan de forma estable e interactGan entre si en un sitio anatomico especifico, autorregulando su
concentracion numérica, dinamica metabdlica “” y su material genético colectivo, al cual se

denomina microbioma 9,

La microbiota difiere ampliamente tanto entre individuos como entre sitios anatomicos. Se ha
demostrado su importancia y efecto sobre el metabolismo y la susceptibilidad del huésped en el
desarrollo de algunas enfermedades ®° 2%, Su prosperidad depende de factores fisioldgicos como
humedad, temperatura y nutrimentos ©%; asi como de aquellos factores propios del sitio anatdmico
en donde se desarrolle como son, tracto gastrointestinal, cavidad oral, nasofaringe, tracto

respiratorio, piel, vagina, entre otros .

Bajo este precepto, es posible clasificar a la microbiota en dos tipos: 1) Microbiota autoctona o
residente, que consta de tipos relativamente fijos de microorganismos presentes con regularidad en
cierta region a una edad determinada; cuando se altera se restablece por si misma prontamente. 2)

Microbiota transitoria, consiste en microorganismos no patdgenos o parcialmente patégenos, que
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habitan la piel o la mucosa durante horas, dias o semanas; se derivan del ambiente y no producen

enfermedad ®,

1.4. MICROBIOTA PRESENTE EN EL CUERPO HUMANO.
El interés por estudiar una microbiota asociada al cuerpo humano y sus funciones involucradas, han

generado diversas investigaciones a lo largo del tiempo; por ejemplo, en el afio 1880, Theodor
Escherich realizo los primeros estudios acerca de la relacion de la fisiologia de la digestion y la
microbiota de las heces; por otra parte, Albert Doderlein en 1892 y Henry Tissier en el afio 1900,
enfocaron sus investigaciones al estudio de los lactobacilos vaginales y las bifidobacterias del
intestino de los lactantes respectivamente, habiendo postulado el rol de estos microorganismos,

principalmente en la proteccion de las cavidades del organismo frente a las infecciones & 24,

De esta manera, se indica que el cuerpo humano actla como sede para albergar a millones de
microorganismos; incluso desde el nacimiento existe una relacion simbidtica entre la microbiota y
las células humanas, la cual es imprescindible para mantener una homeostasis que condiciona el
correcto funcionamiento del sistema inmune y por lo tanto para el mantener la salud . De ahi la

importancia por el estudio de la microbiota a diferentes niveles de colonizacion en el cuerpo humano
(26)

1.4.1. Microbiota en piel.
La piel se considera el érgano humano de mayor tamafio, y actia como barrera fisica e inmunoldgica
debido a que se muestran numerosos microhabitats que dependen de variaciones anatdbmicas como

surcos, vello corporal, glandulas sudoriparas y sebaceas @7

De forma general, en la piel se ha descrito una densidad bacteriana formada por al menos 150
especies, siendo Corynebacterium, Propionibacterium y Staphylococcus los géneros con mayor

predominancia @,

En el cuero cabelludo, la cara, detras de las orejas, la espalda, regiones sebaceas, entre otras zonas,

predominan las propionibacterias y Malassezia, las cuales se han descrito como degradantes de los
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lipidos presentes en el sebum y liberadores de acidos grasos, factores que influyen directamente en

el pH &cido de la piel y en su proteccion frente al establecimiento de organismos patdgenos ¢®.

Estudios realizados por Patifio y colaboradores en 2013, indican que, la microbiota normal de la piel
generalmente engloba bacterias Gram positivas del género Staphylococcus, Streptococcus,
Corynebacterium y Bacillus, que son, ademéas, mé&s resistentes a agentes antisépticos; en menor
proporcion se encuentran bacterias Gram negativas tales como pseudomonas y bacterias entéricas,

asi como algunas levaduras y hongos productores de tifia ?9).

1.4.2. Microbiota en tracto respiratorio y cavidad oral.

Recientemente se ha demostrado que el pulmdn, aungue se consideraba como un 6rgano esteéril,
también presenta una microbiota funcional y estable, sin embargo, no existen suficientes estudios
que analicen la variacién de la microbiota pulmonar en relacién con factores ambientales externos

y del propio hospedador, esto por requerir procedimientos bastante invasivos @2,

Existen trabajos que han determinado la semejanza en composicion de la microbiota del tracto
respiratorio inferior con la microbiota de la via respiratoria superior, pero con menor densidad y
diversidad, por lo cual, se han descrito hasta 314 especies diferentes pertenecientes a los filos
Bacteroidetes (Prevotella y Bacteroides), Firmicutes (Veillonella, Streptococcus y Staphylococcus),

y Proteobacteria (Pseudomonas, Haemophilus, Moraxella, Neisseria y Acinetobacter) ©9.

Por otro lado, la microbiota presente en la cavidad oral es bastante diversa y abundante; esto debido
a los multiples microambientes que se encuentran condicionados por factores anatémicos (dientes,
encias o cavidades), factores fisicos (friccion con los alimentos o existencia de caries) y los factores

quimicos (pH o saliva) 59,

Debido a esto, se han descrito hasta 600 especies bacterianas, entre las que destacan los filos
Actinobacteria, Bacteroidetes, Chlamydiae, Chloroflexi, Euryarchaeota, Firmicutes, Fusobacteria,
Proteobacteria, Spirochaetes, Synergistetes, Tenericutes, y Candidae. Existen estudios que

demuestran la predominancia del género Streptococcus, pero también se han descrito otros como
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Actinomyces, Veillonella, Fusobacterium, Porphyromonas, Prevotella, Treponema, Neisseria,
Haemophilus, Eubacteria, Lactobacterium, Capnocytophaga, Eikenella, Leptotrichia,
Peptostreptococcus, Staphylococcus, y Propionibacterium G,

Para el afio 1994, Joklik y colabores indicaron que en la placa dentaria se encuentran bacterias como
Streptococcus mutans, Streptococcus sanguis y Streptococcus mitis; estas se adhieren tanto a los
dientes como a la mucosa; Streptococcus salivarius predomina en la mucosa lingual ¢?. Ademas,
Iwase y colaboradores en 2010, sefialan que la adherencia bacteriana es realizada por medio de
diferentes polimeros tales como dextranos y levanos, sintetizados por dichas bacterias a partir de

hidratos de carbono de la dieta ©2,

1.4.3. Microbiota gastrointestinal

La microbiota intestinal se considera como la mas abundante y diversa en el cuerpo humano ©43),
Sus funciones principales son, prevenir la colonizacion por microorganismos que puedan resultar
patdgenos, la digestion de alimentos, produccién de vitaminas B y K que el organismo humano no

es capaz de sintetizar y estimular al sistema inmune ©9),

El tracto gastrointestinal de una persona adulta puede albergar entre 500 y 1000 especies
bacterianas, con una densidad creciente desde el estbmago hasta el colon distal, siendo las bacterias
de los filos Bacteroidetes y Firmicutes las que muestran predominancia y las que son sefialadas

como parametro para evaluar el equilibrio y funcionalidad de la microbiota intestinal ¢7.

En menor proporcion se ha sefialado la presencia de Proteobacteria, Verrucomicrobia,

Fusobacteria, Cyanobacteria, Actinobacteria y Spirochaetes ©.

Dado que la microbiota intestinal tiene grandes variaciones en las distintas etapas de vida del ser
humano, se generan particularidades individuales y temporales en este ecosistema que dificultan
establecer un parametro de normalidad, pero en general cuanto mayor sea su diversidad y equilibrio

entre las especies predominantes, mayor sera el estado de salud del ser humano ©8),
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Arumugam y colaboradores en 2011, enunciaron recientemente el concepto de los enterotipos, y
perfiles fenotipicos con la idea de clasificar la microbiota del intestino humano, con base en la
composicion de sus comunidades bacterianas y de acuerdo con la abundancia de los diversos

géneros bacterianos ¢4,

1.4.4. Microbiota vaginal

La superficie vaginal presenta un epitelio plano multiestratificado carente de glandulas, cuyo grosor
varia en funcion de la secrecion estrogénica de la mujer; por ejemplo, durante la edad fértil se ha
observado el desarrollo de hasta 40 capas de células, y un grosor mucho mas fino cuando la mujer

se encuentra fuera de ese periodo ©9.

A pesar de no poseer glandulas, la superficie vaginal esta recubierta por una secrecién (moco
vaginal), que es producto de la exudacion del propio epitelio y del cuello del Gtero; este liquido es
muy rico en nutrientes como la glucosa y otros aminoacidos que facilitan la colonizacion de la

cavidad por comunidades bacterianas que constituyen la microbiota autctona “% 4142,

De este modo, una microbiota autdctona o residente, esta caracterizada por aquellos
microorganismos que colonizan la vagina durante un tiempo prolongado y pueden participar en las
funciones fisioldgicas del drgano, y una microbiota transitoria, presenta fluctuaciones continuas en

su poblacion relacionada con la propia fisiologia 2.

Expuesto lo anterior, se define como microbiota vaginal al conjunto de microorganismos que viven
de manera natural y sin causar dafio en la region vaginal. En las mujeres representa la concentracion

de bacterias méas alta del cuerpo humano, con excepcion del colon “9).

La microbiota vaginal evoluciona y cambia de acuerdo con la edad y actividad endocrina de la
mujer. Los estudios mas representativos, se refieren clasicamente a los de la microbiota en edad
reproductiva; en la Tabla 4, se presenta la prevalencia de los microorganismos detectados con

regularidad en la zona vaginal de mujeres sanas “% 44):
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normal en mujeres en edad reproductiva.

Tabla 4. Caracterizacion y prevalencia de microorganismos que constituyen la microbiota

Grupo Microorganismo Prevalencia
Aerobios
facultativos
Baci Lactobacillus spp. 45-88%
acilos : 0
Grampositivos Corynebacterlun_] spp. 14-72%
Gardnerella vaginalis 2-58%
Staphylococcus epidermidis 34-92%
Staphylococcus aureus 1-32%
Cocos Staphylococcus grupo B 6-22%
Grampositivos  Enterococcus spp. 32-36%
Streptococcus no hemolitico 14-33%
Streptococcus alfa hemolitico 17-36%
Bacilos Esche'richia coli bl 20-28%
Gramnegativos Otras: Proteus, Klebsiella, 2-10%
Enterobacter
. Mycoplasma hominis 0-22%
Mollicutes Ureaplasma urealyticum 0-58%
Levaduras 15-30%
Anaerobios
Lactobacillus spp. 10-43%
Bacilos Eypacterium_ spp. 0-7%
Grampositivos Blfldpba_cterlum spp. 8-10%
Propionibacterium spp. 2-5%
Clostridium spp. 4-17%
Cocos Peptococcus 76%
Grampositivos  Peptostreptococcus 56%
| Porphyromonas 14%
Bacilos asaccharolytica 18%
Gramnegativos . . 0-13%
Bacteroides grupo fragilis
! 7-19%
Fusobacterium spp.
Cocos 2-97%

Gramnegativos

Modificado de Martinez-Pefia, 2012 y Martin et al., 2016.

Los primeros datos sobre la microbiota vaginal datan de finales del siglo XIX cuando el cientifico
aleman Albert Doderlein describio en el exudado vaginal, la presencia de bacilos Gram positivos,
largos y finos, que podrian inhibir el crecimiento de patdégenos debido a la produccién de acido
lactico; a partir de entonces, se ha avanzado de manera notable en el conocimiento de la microbiota

vaginal, formada por especies que cohabitan en un delicado equilibrio en la mujer sana ©%),
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Estudios recientes han descrito que la cavidad vaginal estd colonizada por mas de 280 especies
bacterianas, en su mayoria por especies de Lactobacillus y escasamente también por bacterias
aerdbicas potencialmente patégenas tales como Staphylococcus aureus, Streptococci grupo B y

Escherichia coli, asi como micoplasmas “®).

De esta manera, una pieza clave en la salud vaginal y el mantenimiento de una microbiota normal,
son los lactobacilos; estos utilizan la glucosa, generada por la degradacion del glucégeno del
exudado, para obtener energia y dejan un desecho de &cido lactico y de agua oxigenada (H20>),
bacteriocininas (radicales hidroxilados toxicos) y probidticos 449 La acumulacion de estos
compuestos provoca un ambiente &cido el cual hace que la mucosa vaginal sea inhdspita para los
microorganismos intestinales y muchas otras bacterias que pudieran resultar patdgenos

potenciales®6:47),

Ravel y colaboradores en 2011, determinan que la microbiota vaginal de mujeres adultas sanas, se
podia dividir en cinco grandes comunidades microbianas (vaginotipos I, Il, 11 IV y V) a partir de
muestras de cuatro grupos étnicos (caucasico, negro, hispano, asiatico). Las comunidades
microbianas pertenecientes al grupo I, I, Il y V estaban dominadas por Lactobacillus como L.
crispatus, L. gasseri, L. iners y L. jensenii, respectivamente, mientras que el grupo IV se caracterizé
por las bacterias estrictamente anaerobias, incluyendo Prevotella, Dialister, Atopobium,

Gardnerella, Megasphaera y Peptoniphilus 3.

En México son muy pocos los trabajos que abordan de forma integral el estudio de la conformacién
de la microbiota vaginal. Pérez-Miravete y colaboradores desde el afio 1963, han realizado una serie
de trabajos sobre microbiota vaginal en poblacion mexicana, en donde reportan que Lactobacillus
acidophilus es la especie predominante en condiciones normales de salud. Ademés de ésta,
describen otras especies de lactobacilos, como L. delbrueckii, L. plantarum, L. fermenti, L. brevis y

L. casei “9),

Angeles-Lopez en 2001, centrd su investigacion en la poblacion mexicana al analizar la
conformacién de la microbiota lactobacilar en cavidad vaginal. Indico que las especies de

lactobacilos L. acidophilus y L. crispatus fueron las de mayor prevalencia “9.
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Herndndez Rodriguez y colaboradores en el afio 2011, describen a las principales especies de
lactobacilos en una poblacion de mujeres embarazadas, mientras que, Martinez-Pefia y
colaboradores en el afio 2012, sefialan que la microbiota transitoria de la cavidad vaginal de mujeres
entre 18 y 65 afios de edad se encuentra dominada por lactobacilos, aunque en ocasiones sélo puede
estar colonizada por microorganismos anaerobios, incluyendo a los generos Peptostreptococcus
spp., Prevotella spp., Porphyromonas spp., Bacteroides spp. y micoplasmas genitales. Los
microorganismos dominantes de la cavidad vaginal, en la etapa reproductiva de una mujer
(menarca), son los lactobacilos que se encuentran en concentraciones que van de 107 a 108 UFC/mll

en el fluido vaginal “9),

En ambos estudios anteriormente mencionados, se destaca la prevalencia de Lactobacillus
acidophilus, L. amylolyticus, L. amylovorus, L. crispatus, L. gallinarium, L. gasseri, L. iners, L.

jensenii y L. johnsonii “6 49,

1.5. MICROBIOTA VAGINAL EN DISTINTAS ETAPAS DE VIDA DE LA MUJER.

Las variaciones en la composicién de la microbiota vaginal de acuerdo con la edad, dependen
principalmente de los niveles de estrdgeno que se producen en el en el epitelio vaginal, factor
importante para una colonizacion normal. Dicho de otro modo, la actividad enddcrina provoca una
sucesion de las microbiotas predominantes, que se iran adaptando a las condiciones concretas de

cada periodo durante la vida de la mujer ¢,

1.5.1. Pubertad.

La etapa de la pubertad esta determinada principalmente por el inicio en la produccién de estrogenos
y la entrada en el ciclo menstrual. Como consecuencia, el espesor del epitelio vaginal se ve
aumentado y se segrega un exudado que humedece la cavidad y vehicula glucdgeno, asi como otros
muchos nutrientes a su superficie. Estos cambios, hacen que la vagina sea potencialmente
colonizable por microorganismos que anteriormente no podian proliferar en dicha zona,
especialmente los lactobacilos, pero también puede ser colonizable por patdgenos oportunistas si

estos proliferan en exceso, tales como Gardnerella vaginalis, Candida albicans y otros V),
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A pesar de todo lo anterior, existe una clara adaptacion entre los lactobacilos y las condiciones
imperantes en la cavidad vaginal, que hace que estos cambios sean, en general, asumibles y que se

vuelva rapidamente a las condiciones de homeostasis responsables de la salud genital ¢,

1.5.2. Ciclo menstrual.

Un analisis de la microbiota vaginal en el curso del ciclo menstrual ha mostrado que el 22% de las
mujeres mantienen una microbiota bacteriana estable en la que predominan los lactobacilos,
mientras que el 78% restante sufren una alteracion de la microbiota. La receptividad de las células
epiteliales a la adherencia de los lactobacilos aumenta en el pico de estrogenos a mitad del ciclo,

aunque no es claro qué factores causan tal alteracion ¢,

1.5.3. Embarazo.

Para la etapa de embarazo, se produce un aumento de la vascularizacion en el epitelio vaginal, una
mayor distensibilidad y un aumento del flujo vaginal, provocado especialmente por el aumento de
las hormonas, cambios muy similares al que muchas mujeres tienen en el periodo premenstrual.
Estos cambios favorecen un incremento en la concentracion de lactobacilos y de la acidez que

producen (el pH vaginal se torna mas 4cido), sobre todo durante el tercer trimestre del embarazo®4.

A esto habria que afadir que la ausencia de flujo menstrual evita la elevacion periddica del pH y el
barrido de la microbiota residente, lo cual genera, por un lado la proteccion de la mucosa vaginal
frente al desarrollo de microorganismos indeseables y, por otro, eliminar posibles agentes nocivos
que pudieran inducir patologia en la madre (fiebres puerperales) o en el recién nacido (por ejemplo,
meningitis por Streptococcusagalactiae), derivadas de la infeccion en el momento del parto ©* 52,

1.5.4. Postmenopausia.

En la etapa postmenopausica, la interrupcion del ciclo estrogénico se acompaiia de una gran
disminucion en el volumen del exudado que bafia la superficie vaginal y consiguientemente, de los
nutrientes aprovechables por la microbiota presente. En consecuencia, la densidad de
microorganismos residentes disminuye (lactobacilos vaginales) y se produce un cambio por

bacterias intestinales y de la piel, como ocurria durante la infancia. Esto anterior conlleva a la
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disminucion de las infecciones causadas por los patdgenos vaginales tipicos y se tornan mas

susceptibles a la colonizacion por bacterias entéricas 5 %),

1.6. ALTERACIONES EN LA MICROBIOTA VAGINAL: MICROBIOTA ANORMAL.

Independientemente de la edad y actividad enddcrina de la mujer, existen otros factores que pueden
alterar el equilibrio dindAmico de la microbiota vaginal dando como resultado el desarrollo de una

microbiota anormal que puede conducir al desarrollo de infecciones y sus complicaciones 7).

Los cuadros derivados por una microbiota anormal, causan generalmente la disminucion o
desaparicion de los lactobacilos vaginales, que resulta en la induccion de complicaciones

importantes en la salud ©859),

Esto anterior se ha asociado con infecciones posquirargicas y como factor predisponente para la
adquisicion de diversas enfermedades causadas por agentes patdgenos oportunistas, por ejemplo, el

VPH, que podria actuar de manera importante para el desarrollo del cancer cervicouterino % 61,

Derivado a esto, el estudiar la conformacion microbiana de la vagina permite tener un panorama
mas claro sobre las interacciones entre la biota autoctona y la relacion con el hospedero, y asi poder
usar estos conocimientos para establecer criterios de diagnéstico a enfermedades del tracto genital

femenino o infecciones sobre agregadas (1659,

1.7. IDENTIFICACION BACTERIANA Y PERFIL FENOTIPICO.

En la actualidad, la citologia cervical es el método preventivo mas empleado para la deteccion de
alteraciones celulares, empleando a su vez el uso de técnicas complementarias que permitan la
evaluacion de factores influyentes en el desarrollo, prevalencia o intervencion oportuna para

enfermedades tales como el cancer cervicouterino ©2),

En microbiologia clinica, es importante una correcta identificacion bacteriana, cuyo objetivo

principal radica en la asignacion de especie a un aislamiento, y de este modo, conocer las
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implicaciones patogénicas o patoldgicas que pudiera generar en el huésped, asi como la aplicacion

de un tratamiento eficaz ¢,

En el proceso de identificacion bacteriana tradicional se establecen tres niveles de procesamiento:

1) Primer nivel o pruebas primarias: son rapidas y sencillas de realizar. Barrow y colaboradores en
2004 indican que, segun el manual médico de identificacion bacteriana de Cowan y Steel (1979),
estas pruebas determinan el género, grupo de generos o en algin caso familia a la que pertenece un
aislamiento. Estas pruebas incluyen morfologias micro y macroscépicas, tinciones de Gram,
pruebas de catalasa, oxidasa, 6xido fermentacion, esporas, crecimiento en aerobiosis, anaerobiosis

y movilidad 49,

2) Segundo nivel o pruebas secundarias: se apoya en las caracteristicas del cultivo y en pruebas
primarias; también deben tenerse en cuenta los datos clinicos. Esto dependera, en gran medida, de
un patron estable de caracteristicas fenotipicas €.

3) Tercer nivel o pruebas terciarias: permiten identificar con un alto grado de precision la mayoria
de las bacterias clinicamente significativas; en general se refiere a la combinacion de los primeros
dos niveles fenotipicos y el apoyo de técnicas genéticas que puedan auxiliar a la determinacion de

especie bacteriana ©¢* 9,

De manera general entonces, la identificacion bacteriana se apoya de técnicas moleculares y
fenotipicas; las primeras se relacionan con aquellas caracteristicas que determinan el genotipo de la
bacteria, haciendo uso principalmente del gen que codifica para la subunidad 16S del ARN
ribosomal. Las técnicas fenotipicas intentan recrear las condiciones de vida natural de la bacteria

para que esta pueda crecer in vitro y asi poder estudiar su fenotipo ©7).

La identificacion fenotipica bacteriana segun lo establece el manual de Bergey, se basa en la
determinacion de las caracteristicas observables de las bacterias, tales como su morfologia,

desarrollo, propiedades bioquimicas y metabélicas ©.
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Se basa fundamentalmente en la comparacion de las caracteristicas fenotipicas de bacterias
desconocidas con aquellas de cultivos tipo. La fiabilidad de la identificacion esta en proporcion

directa al nimero de caracteristicas similares 9,

A pesar de que las técnicas moleculares en la identificacion bacteriana actualmente tienen mayor
auge, muchos laboratorios clinicos no cuentan con la tecnologia e infraestructura necesaria para
aplicarlas ©®®. De ahi la importancia por conocer la correcta aplicacion y realizacion de sistemas de
identificacion alterna, ya sea empleando métodos de identificacion tradicional o sistemas de

identificacion rapida como los son las pruebas API ©9),

La identificacion por medio de sistemas miniaturizados API, es un método convencional que se basa
en el estudio de caracteristicas fenotipicas de un aislamiento bacteriano ©?); consiste en la aplicacion
simultanea de diversas pruebas bioquimicas, generalmente 20 ¢ 50, mediante el uso de galerias
constituidas por microtubos aislados que contienen diferentes sustratos liofilizados. Dichas pruebas
bioquimicas reaccionan positiva o negativamente de acuerdo con el indculo bacteriano empleado,
esto genera un sistema de codigos que se introducen al software especifico e identifica la bacteria

mediante un banco de datos .

Cada galeria precisa de tener especial cuidado en el uso de las concentraciones precisas del inéculo
bacteriano a identificar, el modo de inoculacidn, de incubacion, uso de reactivos y de lectura, que si

llegan a descuidarse pueden dar lugar a importantes errores 6%,

Una de las primeras identificaciones fenotipicas, fueron realizadas por Rogosa y Sharpe en 1960, la
cual se basé en los trabajos de Orla-Jensen de 1921. Realizd una clasificacion del género
Lactobacillus que se fundamenté en la ruta metabolica que emplean los lactobacilos y los productos

de este proceso, asi como cualidades de crecimiento y capacidad de fermentacion “0

Nigatu, en el afio 2000, reportd el uso de AP1 50CH para poder identificar y diferenciar las especies
de lactobacilos los cuales presentan caracteristicas metabdlicas muy semejantes, como lo es el grupo

Lactobacillus acidophilus al cual pertenecen las especies mas frecuentemente aisladas de cavidad
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vaginal: Lactobacillus acidophilus, Lactobacillus crispatus, Lactobacillus amylovorus,
Lactobacillus gallinarum, Lactobacillus gasseri, y Lactobacillus johnsonii. Recientemente se
sumaron a este grupo: Lactobacillus amylolyticus y Lactobacillus iners V),

Angeles-Ldpez, en 2001, sefialé que, mediante métodos de aislamiento, identificacion bioquimica
convencional y aplicacion de API 50 CHL, las especies de lactobacilos de mayor prevalencia, en la
poblacion mexicana, fueron L. acidophilus y L. crispatus, aunque también logré determinar especies

de L. brevis, L. fermentii y L jensenii 9.

Por lo tanto, el uso y aplicacion correcta de la caracterizacion fenotipica determinara el éxito en el

conocimiento de la microbiota de un organismo 079,
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2. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA.

El céncer cervicouterino (CaCu) es la neoplasia mas frecuente entre la poblacién femenina,
especialmente en el grupo de 25 a 64 afios de edad, reflejandose por lo tanto como un grave problema
de salud puablica al ocupar el cuarto lugar entre los canceres mas mortales a nivel mundial y el

segundo lugar en la poblacion femenina mexicana.

El CaCu es multicausal y obedece a la asociacion de diferentes cofactores de riesgo; por esto,
actualmente se esta teniendo énfasis por considerar aquellos que puedan en cierta medida cambiar
el desarrollo, presencia 0 comportamiento de esta enfermedad. Destacan entre estos factores, la
busqueda de una relacion del CaCu con factores bioldgicos como lo son los microorganismos, y es
asi como la microbiologia clinica se ha involucrado en conocer el rol de la microbiota en las distintas

implicaciones patogénicas o patoldgicas, asi como la aplicacion de un tratamiento eficaz.

A pesar de que en la identificacion bacteriana actualmente las técnicas moleculares tienen mayor
auge, muchos laboratorios clinicos no cuentan con la tecnologia e infraestructura necesaria para
aplicarlas. Por ello destaca la importancia en conocer la correcta aplicacion y realizacion de sistemas
de identificacion alterna por meétodos tradicionales o rapidos, que se basan principalmente en la

obtencion de perfiles fenotipicos.

Considerando lo anterior, se sefiala la escasa evidencia acerca de la microbiota vaginal cuando existe
la patologia de cancer cervicouterino y mas aun, del conocimiento de su perfil fenotipico y su
comparacion cuando no existe esta enfermedad; por lo que al respecto resulta particularmente
importante aportar los primeros conocimientos acerca de la tematica, asi como destacar una
identificacion bacteriana rapida, sencilla y Gtil para llevarse a cabo en cualquier laboratorio clinico.
Lo anterior coadyuvando a detectar la predominancia de bacterias cuando se desarrolla este tipo de
cancer, asi como tambien aquellas bacterias que favorecen la salud vaginal y que permitan detectar

futuramente el establecimiento de patdgenos potenciales.
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2.1. Pregunta de Investigacion.

¢Existen diferencias en el perfil fenotipico de la microbiota vaginal de mujeres con y sin cancer

cervicouterino?

3. HIPOTESIS

3.1. Hipotesis de trabajo.
Existen diferencias en el perfil fenotipico de la microbiota vaginal de mujeres con cancer

cervicouterino respecto a la microbiota vaginal de mujeres sin cancer cervicouterino.

3.2. Hipébtesis nula.
No existen diferencias en el perfil fenotipico de la microbiota vaginal de mujeres con cancer

cervicouterino respecto a la microbiota vaginal de mujeres sin cancer cervicouterino.

4. OBJETIVOS.
4.1. Objetivo general.
Comparar el perfil fenotipico de la microbiota vaginal de mujeres con y sin cancer cervicouterino

mediante el uso de sistemas miniaturizados de galerias API.

4.2. Obijetivos especificos.

e Recolectar muestras de exudado vaginal de mujeres que fueron diagnosticadas con
cancer cervicouterino localmente avanzado y muestras de exudado vaginal de
mujeres diagnosticadas sin cancer cervicouterino

e Aislar cepas bacterianas a partir de las muestras de exudados cervicovaginales.

e Determinar el perfil fenotipico a las cepas bacterianas obtenidas para su comparacion
mediante pruebas morfolégicas, bioquimicas, nutricionales y enzimaticas, de los
sistemas miniaturizados de las galerias API.

e ldentificar especies bacterianas predominantes en las mujeres con cancer
cervicouterino y mujeres sin cancer cervicouterino.

e Comparar especies bacterianas en las mujeres con cancer cervicouterino y mujeres
sin cancer cervicouterino.
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5. JUSTIFICACION.
La identificacion bacteriana es importante para la asignacion de especie a un aislamiento, y de este
modo, conocer la relacion microorganismo-humano y el abordaje de las implicaciones patogénicas

0 patologicas que pudieran generarse.

La microbiota vaginal normal contribuye en forma significativa a mantener el estado fisioldgico del
tracto genital femenino y entre otros aspectos, a controlar la colonizacion de este tracto por

microorganismos y patdgenos externos.

En el presente proyecto de investigacion, el desarrollo de un perfil fenotipico con respecto a la
microbiota vaginal de mujeres con diagndstico de cancer cervicouterino y su comparacion respecto
a mujeres sin dicha enfermedad, permitird generar los primeros conocimientos acerca de la
tematica, coadyuvando a detectar la predominancia de bacterias cuando se desarrolla este tipo de
cancer, asi como también aquellas bacterias que favorecen la salud vaginal y que permitan detectar
futuramente el establecimiento de patdgenos potenciales. Lo anterior también involucra un marco
de referencia para estudios actuales y futuros, en el manejo clinico sobre infecciones bacterianas
sobreagregadas y su correcta intervencién farmacoldgica cuando se cuente con el diagnéstico de

cancer cervicouterino.

6. MATERIAL Y METODOS
6.1. Tipo de estudio.

Comeparativo, transversal.

6.2. Poblacién y Universo.

Grupo de estudio: Mujeres diagnosticadas con cancer cervicouterino localmente avanzado, adscritas

al Instituto Nacional de Cancerologia, Ciudad de México (INCan).

Grupo control: Mujeres sin cancer cervicouterino, acompariantes (relacion familiar o de amistad) de

las pacientes que conforman el grupo expuesto.
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6.3. Muestreo.

No probabilistico, por conveniencia.

6.4. Tamafno de muestra

Grupo de estudio: n=40

Grupo control: n=40

6.5. Criterios para mujeres.

6.5.1. Criterios de inclusion:

Grupo de estudio.

Mujeres recién diagnosticadas con cancer cervicouterino localmente avanzado (que se
encontraran en los estadios 1B-2 a IV-A), confirmado histologicamente, adscritas al Instituto
Nacional de Cancerologia, Ciudad de México (INCan)

Mujeres entre 20 y 65 afios de edad.

Mujeres que aceptaron participar en el estudio y firmaron el consentimiento informado.

Grupo control:

Mujeres sin cancer cervicouterino (con citologia cervical negativa) confirmado en el
Instituto Nacional de Cancerologia.

Mujeres que fueron acompafiantes (relacion familiar o de amistad) de las pacientes que
conforman el grupo de estudio.

Mujeres entre 20 y 65 afios de edad.

Mujeres que aceptaron participar en el estudio y firmaron el consentimiento informado.

Criterios de exclusion:

Mujeres embarazadas.

Mujeres que utilizaron antimicrobianos y antifungicos sistémicos o locales en los ultimos 30
dias.

Mujeres que tuvieron relaciones sexuales 48 horas antes de la toma de muestra.
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6.5.3.

Mujeres que utilizaron duchas vaginales.
Mujeres con flujo vaginal anormal durante las ultimas 48 horas.

Mujeres que estuvieron menstruando durante la toma de la muestra.

Criterios de eliminacion:

Mujeres que decidieron no continuar con el estudio.

6.6. Criterios para bacterias y colonias bacterianas.

6.6.1.

6.6.2.

6.6.3.

Criterios de inclusion:
Bacterias con crecimiento aerobico.
Colonias con crecimiento a las 48 horas después de su inoculacion.

Colonias purificadas.

Criterios de exclusién:

Bacterias con crecimiento anaerobico.

Criterios de eliminacion:
Bacterias sin crecimiento a las 48hrs después de su inoculacion.

Colonias contaminadas.

6.7. Procedimientos.

6.7.1. Fase de reclutamiento.

El estudio inici6 con la conformacion de ambos grupos (grupo de estudio y grupo control) de
acuerdo con los criterios de inclusién y exclusién previamente establecidos. Cumpliendo los
criterios bioéticos, a cada integrante del estudio se le explicdé de manera detallada el tipo de

investigacion que se iba a realizar, la forma en que se llevaria a cabo y la importancia de su

participacion.
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Las participantes de ambos grupos de estudio firmaron el consentimiento informado y
posteriormente se les aplicd un cuestionario para evaluacion de variables gineco-obstétricas de

importancia.

6.6.2. Obtencion de muestras.

Fueron tomadas con hisopos dos muestras de exudado cervicovaginal; de acuerdo con el protocolo
establecido por el Instituto Nacional de Cancerologia. Estas se colocaron en tubos cénicos con
solucion salina isotonica estéril al 0.85%, etiquetados para su identificacion y transportados al
Laboratorio de Microbiologia Médica y Ambiental de la Facultad de Medicina de la UAEMéx en

un contenedor hermético en cadena de frio para su procesamiento.

6.6.3. Procesamiento de muestras y aislamiento de cepas.

Las muestras se procesaron de manera estéril en campana de flujo laminar de la siguiente manera:
sobre una caja de Petri y con un bisturi del No. 4, fueron separadas las fibras de algodon de cada
hisopo contenedor de muestra cervicovaginal y se desechd el soporte de plastico. De manera
individual, cada algodoncillo fue colocado en un tubo Eppendorf con 1000ul de la solucion salina
isotonica estéril al 85%, que tenia el tubo cénico donde en un principio fueron transportadas las

muestras. Enseguida se sometieron a centrifugacién a 14000rpm durante 15 minutos.

Transcurrido el tiempo, se descartaron 500ul del sobrenadante y los restantes 500ul se dividieron
de la siguiente forma: 200ul fueron inoculados en placas con agar sangre marca BD BBL®
(Cat:220150) y 200ul fueron inoculados en placas de agar infusion cerebro corazon (BHI, por sus
siglas en inglés) marca BD Bioxon® (Cat: 214700). Los 100ul restantes con el algodoncillo fueron

procesados para crioconservacién a modo de muestra respaldo.
Las placas inoculadas se incubaron a 37°C durante 48 horas en condiciones de aerobiosis.

Finalmente, se seleccionaron las colonias representativas para ser purificadas en agar BHI bajo las

mismas condiciones.
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6.6.4. Caracterizacion morfoldgica.
6.6.4.1. Morfologia macroscopica.
De las colonias purificadas se caracterizd lo siguiente:
e Forma: puntiforme, circular, irregular, filamentosa
e Borde: definido, irregular (I6bulos, filamentosos, aserrados, estriados, enrollados).
e Elevacion: plana o elevada (convexa, umbonada, pulvinada, crateriforme).
e Superficie: lisa, rugosa, granular.
e Consistencia: suave, seca, mucoide, cremosa
e Aspecto: hiumedo, seco, mucoide
e Color: variado de acuerdo con colonias; por ejemplo, blanco, transparente, amarillo, etc.
e Patrén de hemodlisis: alfa (hemdlisis incompleta con pigmentacion verde), beta (hemolisis
completa con pigmentacién transparente) o gamma (hemolisis ausente, sin pigmentacion)
e Contabilizacion de unidades formadoras de colonias: contables <400 UFC/ml; incontables
>400 UFC/ml.

e Otras observaciones.

6.6.4.2. Morfologia microscopica
Se realiz6 un frotis de cada colonia aislada, el cual fue tefiido por la técnica de Gram. Las

observaciones fueron realizadas a través de un microscopio 6ptico Leica® Binocular CME (ML23).

6.6.4.3. Caracterizacion enzimatica para eleccion de Galeria API

De acuerdo con la morfologia microscépica que presentaron las colonias, se aplicaron pruebas de
catalasa y oxidasa " y se verifico la respuesta a la prueba de coagulasa. Los resultados obtenidos
condujeron a seleccionar acertadamente la galeria APl que se aplicaria en cada caso como a

continuacion se presenta en las Figuras 1, 2y 3:
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Figura 1. Eleccion de galerias API para cocos Gram positivos, de acuerdo con reacciones de

pruebas enzimaticas para catalasa.

Cocos Gram +

Catalasa Positiva Catalasa Negativa
v v
API STAPH API 20 STREP

Figura 2. Eleccion de galerias API para bacilos Gram positivos, de acuerdo con reacciones de

pruebas enzimaticas para catalasa.

17 Bacilos Gram + —l

Catalasa Negativa

¢7 Catalasa Positiva —'L l

Bacilos largos con esporas Bacilos o iuneiformes Bacilos largos
API 50 CHB API CORYNE API 50 CHL

Figura 3. Eleccidn de galerias API para bacilos Gram negativos, de acuerdo con reacciones de

pruebas enzimaticas para oxidasa.

Bacilos Gram -

l l

Oxidasil Positiva Oxidasa Negativa
API 20 NE API20E
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6.6.5. Obtencion de Biomasa
Se procedio a inocular cada una de las colonias en medio liquido de BHI y se incubaron a 37°C
durante 48 horas en condiciones de aerobiosis.

6.6.6. Pruebas bioquimicas para perfil fenotipico.

La biomasa de cada colonia fue empleada para preparar las ampollas del medio API necesario,
realizando una suspension bacteriana homogénea ajustada los estandares de turbidez del
nefelémetro de McFarland %, segun la galeria correspondiente. La preparacion de la galeria, su
inoculacion y adicion de reactivos correspondientes fueron realizados segun las instrucciones del

proveedor API bioMérieux®.

Las reacciones bioguimicas se tradujeron en cambios de color, y su interpretacion se llevo a cabo
utilizando una tabla de lectura incluida en el kit de las galerias, indicando reacciones positivas y
negativas de las bacterias que fueron capaces o no de utilizar el correspondiente substrato liofilizado.
La identificacion se realiz6 a partir de un perfil numérico obtenido por la lectura de los ensayos

bioquimicos.

Haciendo uso de la base de datos del sistema de identificacion de bioMérieux® (disponible en la
pagina https://apiweb.biomerieux.com/servlet/Identify) se seleccioné la galeria a interpretar y se
ingresd el perfil numérico obtenido, realizando automaticamente una identificacion, la cual
proporciond con un alto indice de fiabilidad la identificacién del microorganismo a nivel especie.

El procedimiento anterior se ejemplifica mejor en el Diagrama 1:
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Diagrama 1: Procedimiento para la realizacién de las pruebas bioquimicas y perfil
fenotipico mediante la aplicacion de galerias API.
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6.8. Variables de estudio.

Tabla 5. Operacionalizacion de variables.

. Clasificacion Definicion Definicién Tipode  Escalade
Variable ; . . L
de variable conceptual operativa variable  medicion
Cualquier .
- Conjunto de
caracteristica o rasgo J
pruebas
observable de un .
. . morfoldgicas,
Perfil . organismo, como su e L .
o Dependiente . bioguimicas, Cualitativa  Nominal
fenotipico morfologia, desarrollo, S
X nutricionales y
propiedades .
. B S . sensibilidad a
bioquimicas, fisiologia s
. antibioticos.
y comportamiento.
Bacterias presentes
Conjunto de en la region cervical
. . organismos que viven de mujeres con
Microbiota . g q " o .
vaginal Dependiente Qe manera natural y ~ cancer _ Cualitativa  Nominal
sin causar dafio enla  cervicouterino y sin
region vaginal. cancer
cervicouterino.
Prueba de citologia
Neoplasias malignas vaginal que
que se desarrollan en caracterizara
. la porcion mujeres con cancer
Cancer . . NP : . o .
; . Independiente  fibromuscular inferior cervicouterino Cualitativa  Nominal
cervicouterino S
del Utero que se localmente
proyectadentrode la  avanzado y mujeres
vagina. sin cancer

cervicouterino

6.9. Implicaciones Bioéticas.

El presente estudio procedid con base en las pautas éticas para la préactica de investigacion médica
en seres humanos de la Declaracion de Helsinki, 2013. La Declaracion Universal sobre Bioética y

Derechos Humanos, Ginebra, 2000. EI Reglamento de la Ley General de Salud en Materia de

Investigacion para la Salud, México, 1986; asi como la Normatividad que estipula el Comité de

Etica en Investigacion del Instituto Nacional de Cancerologia, Ciudad de México (INCan).
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7.1.3. RESUMEN.

Introduccion: El cancer cervicouterino (CaCu) es una de las enfermedades neoplasicas con mayor
mortalidad entre la poblacion femenina de 25 a 64 afios de edad; por lo que es importante la relacion
de esta patologia con otros factores bioldgicos como los microorganismos. La microbiota vaginal
autoctona actua como primera linea de defensa contra infecciones vaginales; cualquier alteracion
favorece la proliferacion de patdégenos oportunistas que producen sintomas y enfermedades. El
objetivo de este estudio consistié en el uso de sistemas miniaturizados de galerias APl para
determinar y comparar el perfil fenotipico de la microbiota vaginal de mujeres con y sin cancer
cervicouterino. Método: Se realizé un estudio comparativo, transversal, no probabilistico, con 40
muestras cervicovaginales de mujeres recién diagnosticadas con CaCu localmente avanzado y 40
muestras cervicovaginales de mujeres sin CaCu. El perfil fenotipico e identificacion bacteriana se
realizd mediante el uso de sistemas miniaturizados de galerias APl bioMérieux®. Resultados: Se
logré caracterizar una diversidad en la microbiota cervicovaginal. Fueron 5 las especies bacterianas
coincidentes para ambos grupos de estudio: Staphylococcus epidermidis, Enterococcus faecalis,
Streptococcus agalactiae, Escherichia fergusonii y Corynebacterium amycolatum. Cuando existié
CaCu, predominaron corinebacterias y estafilococos, mientras que, en las mujeres sin dicha
patologia, se lograron identificar variedades de estafilococos, estreptococos, enterococos,
aerococos, enteobacterias, paenibacilos, brevibacterias e incluso corinebacterias. Conclusion: Se
determiné el perfil fenotipico de 70 cepas bacterianas purificadas empleando el sistema
miniaturizado API, lo cual mostré una diversidad considerable en la microbiota vaginal de mujeres
con y sin cancer cervicouterino.

Palabras clave: cancer cervicouterino; microbiota vaginal; perfil fenotipico; galerias API.

7.1.4. ABSTRACT.

Introduction: Cervical cancer (CC) is one of the neoplastic diseases with higher mortality among
the female population of 25 to 64 years of age; so it is important the relationship of this pathology
with other biological factors such as microorganisms. The autochthonous vaginal microbiota acts
as the first line of defense against vaginal infections; any alteration favors the proliferation of
opportunistic pathogens that produce symptoms and diseases. The objective of this study was to use

miniaturized systems of API galleries to determine and compare the phenotypic profile of the
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vaginal microbiota of women with and without cervical cancer. Method: A cross-sectional, non-
probabilistic study was conducted with 40 cervicovaginal samples from newly diagnosed women
with locally advanced CC and 40 cervicovaginal samples from women without CC. The phenotypic
profile and bacterial identification was made through the use of miniaturized systems of API
galleries bioMérieux®. Results: It was possible to characterize a diversity in the cervicovaginal
microbiota. There were 5 matching bacterial species for both study groups: Staphylococcus
epidermidis, Enterococcus faecalis, Streptococcus agalactiae, Escherichia fergusonii and
Corynebacterium amycolatum. When CC existed, corynebacteria and staphylococci predominated,
while in women without this pathology, strains of staphylococci, streptococci, enterococci,
aerococci, enterobacteria, paenibacilos, brevibacteria and even corynebacteria were identified.
Conclusion: The phenotypic profile of 70 purified bacterial strains was determined using the
miniaturized API system, which showed considerable diversity in the vaginal microbiota of women
with and without cervical cancer.

Keywords: cervical cancer; vaginal microbiota; phenotypic profile; API galleries.

7.1.5. INTRODUCCION

El cancer cervicouterino (CaCu) es una alteracion celular que se origina en el epitelio del cuello del
utero. Se manifiesta por etapas, inicialmente a través de lesiones precursoras que en grado variable
evolucionan a cancer in situ cuando se compromete sélo a la superficie epitelial y posteriormente a

cancer invasor cuando el compromiso traspasa la membrana basal.t

Se considera como una de las enfermedades neoplasicas mas frecuentes y mortales entre la
poblacion femenina, especialmente en el grupo de 25 a 64 afios de edad, reflejandose como un grave
problema de salud pablica mundial al ocupar el cuarto lugar entre los canceres diagnésticados con
casi 528,000 casos y mas de 266,000 muertes anuales. Cerca del 85% de estas muertes son
registradas en paises en vias de desarrollo e incluso se espera que para el afio 2030, la mortalidad

alcance 474,000 casos anuales.!?
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La poblacion femenina en Latinoamérica se considera de alto riesgo para desarrollar CaCu; presenta
aproximadamente 68,818 casos anuales, es decir, una incidencia de 21.2 casos por 100,000 mujeres
entre 40 y 50 afios de edad, sin embargo, este padecimiento se detecta cada vez mas en mujeres

jovenes de entre 20 y 30 afios.?

A partir del afio 2012, el CaCu en México se reportd como la segunda causa de muerte entre la
poblacion femenina de 25 a 64 afios de edad, estimandose una ocurrencia de 13,960 casos anuales.®
Para el afio 2015, con respecto a la clasificacion por etapas clinicas del CaCu, 26.5%
correspondieron a carcinoma in situ, 25.5% a etapas tempranas, 17.18% a etapas intermedias y un
31.19% a etapas tardias.*

La citologia cervical es el método preventivo mas empleado para la deteccion de alteraciones
celulares, incluso, permite caracterizar los diversos factores influyentes en la evolucion o

prevalencia del CaCu, aun cuando la patologia sea asintomatica.>

Existen diversos estudios que intentan buscar la relacion existente entre el CaCu y otros factores
bioldgicos como los microorganismos. Destacan entre ellos la investigacion de Zur Hausen por sus
trabajos sobre el virus del papiloma humano y su implicacion en el CaCu.® Recientemente, Godoy
y colaboradores indicaron la posibilidad de emplear exudados cervicovaginales de mujeres
puertorriquefas entre 20 y 50 afios de edad con el virus del papiloma humano (VPH) como posible
biomarcador asociado al CaCu, mediante el analisis de la composicion y diversidad metabdlica y
funcional de su microbiota, a fin de desarrollar herramientas diagndsticas y terapéuticas en la salud
y enfermedad de dichas mujeres.’

La microbiota del cuerpo humano se define como el conjunto de comunidades microbianas que
habitan de forma estable e interactdan entre si en un sitio anatomico especifico, autorregulando su
concentracion numérica, dinamica metabolica® y su material genético colectivo, al cual se denomina

microbioma.®
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La microbiota difiere ampliamente tanto entre individuos como entre sitios anatomicos. Se ha
demostrado su importancia y efecto sobre el metabolismo y la susceptibilidad del huésped en el
desarrollo de algunas enfermedades.’®!* Su prosperidad depende de factores fisioldgicos como
humedad, temperatura y nutrimentos*?; asi como de aquellos factores propios del sitio anatémico en
donde se desarrolle como son, tracto gastrointestinal, cavidad oral, nasofaringe, tracto respiratorio,

piel, vagina, entre otros.'?

La superficie vaginal presenta un epitelio plano multiestratificado carente de glandulas y cuyo
grosor varia en funcion de la secrecidn estrogenica de la mujer, de manera que, durante la edad fértil

presenta un grosor de hasta 40 capas de células.**

El moco vaginal, es una secreciéon producto de la exudacion del propio epitelio y del cuello del
utero; este liquido es muy rico en nutrimentos como la glucosa y otros aminoacidos que facilitan la
colonizacion de la cavidad por comunidades bacterianas que constituyen la microbiota vaginal

autoctona y que es considerada como la primera linea de defensa contra infecciones vaginales. 161

Cualquier alteracion en la microbiota vaginal afecta su equilibrio dindmico, lo cual desencadena en
la proliferacion de una microbiota anormal, representada principalmente por patégenos oportunistas
que producen sintomas y favorecen el desarrollo de enfermedades'®!® por ejemplo, el Virus del
Papiloma Humano (VPH) considerado como un factor altamente predisponente para el desarrollo

de cancer cérvicouterino.2%%

En microbiologia clinica, es importante una correcta identificacién bacteriana, cuyo objetivo
principal radica en la asignacion de especie a un aislamiento, y de este modo, conocer las
implicaciones patogénicas o patoldgicas que pudiera generar en el huésped, asi como la aplicacion

de un tratamiento eficaz.%

La identificacion bacteriana se apoya de técnicas moleculares y fenotipicas; las primeras se
relacionan con aquellas caracteristicas que determinan el genotipo de la bacteria, haciendo uso

principalmente del gen que codifica para la subunidad 16S del ARN ribosomal. Las técnicas
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fenotipicas intentan recrear las condiciones de vida natural de la bacteria para que esta pueda crecer

in vitro y asi poder estudiar su fenotipo.?

La identificacion fenotipica bacteriana segun lo establece el manual de Bergey, se basa en la
determinacion de las caracteristicas observables de las bacterias, tales como su morfologia,

desarrollo, propiedades bioquimicas y metabdlicas.??

A pesar de que las técnicas moleculares en la identificacion bacteriana actualmente tienen mayor
auge, muchos laboratorios clinicos no cuentan con la tecnologia e infraestructura necesaria para
aplicarlas.?* De ahi la importancia por conocer la correcta aplicacion y realizacion de sistemas de
identificacion alterna, ya sea empleando métodos de identificacion tradicional o sistemas de

identificacion rapida como los son las pruebas API.%

La identificacion por medio de sistemas miniaturizados API, es un método convencional que se basa
en el estudio de caracteristicas fenotipicas de un aislamiento bacteriano?®; consiste en la aplicacion
simultanea de diversas pruebas bioquimicas, generalmente 20 6 50, mediante el uso de galerias
constituidas por microtubos aislados que contienen diferentes sustratos liofilizados. Dichas pruebas
bioquimicas reaccionan positiva o negativamente de acuerdo al in6culo bacteriano empleado, esto
genera un sistema de cddigos que se introducen al software especifico e identifica la bacteria

mediante un banco de datos.?’

Cada galeria precisa de tener especial cuidado en el uso de las concentraciones precisas del inéculo
bacteriano a identificar, el modo de inoculacidn, de incubacion, uso de reactivos y de lectura, que si

llegan a descuidarse pueden dar lugar a importantes errores.?®
El objetivo de la presente investigacion consistio en el uso de los sistemas miniaturizados de galerias

API para determinar y comparar el perfil fenotipico de la microbiota vaginal de mujeres con y sin

cancer cervicouterino.
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7.1.6. METODOLOGIA

Se realiz6 un estudio comparativo, transversal, no probabilistico, en el cual se incluy6 la
participacion de 80 mujeres de entre 20 y 65 afios de edad, divididos en 2 grupos de estudio:
Pacientes: formado por 40 mujeres recién diagnosticadas con cancer cervicouterino localmente
avanzado en los estadios 1B-2 a IV-A confirmado histolégicamente. Controles: formado por 40
mujeres sin cancer cervicouterino (con citologia cervical negativa), acompafantes de las mujeres
que conformaron el grupo de pacientes (relacion familiar o de amistad). Las participantes de ambos
grupos de estudio firmaron el consentimiento informado y posteriormente se les aplicd un

cuestionario para evaluacion de variables gineco-obstétricas de importancia.

Se excluyeron mujeres embarazadas, que hubieran utilizado antimicrobianos o antiflngicos
sistémicos y locales en los ultimos 30 dias, que tuvieran relaciones sexuales 48 horas antes de la
toma de muestra, que utilizaran duchas vaginales, que tuvieran flujo vaginal anormal durante las

ultimas 48 horas, asi como mujeres que estuvieran menstruando durante la toma de la muestra.

7.1.6.1. Obtencion de muestras y aislamiento de cepas.

Fueron tomadas con hisopos dos muestras de exudado cervicovaginal; éstas se colocaron en
solucidn salina isotdnica estéril, etiquetadas para su identificacion y trasportadas en un contenedor
hermético en cadena de frio para su procesamiento. Posteriormente, se inocularon por duplicado en
placas de agar BHI (Brain Heart Infusion, por sus siglas en inglés) y agar sangre, las cuales se
incubaron a 37°C durante 48 horas en condiciones de aerobiosis. Finalmente, se seleccionaron las

colonias representativas para ser purificadas en agar BHI bajo las mismas condiciones.

7.1.6.2. Caracterizacion morfoldgica.

Morfologia macroscépica.
De las colonias purificadas se caracterizo tamafio, forma, borde, elevacion, superficie, consistencia,
aspecto, color, patron de hemolisis y unidades formadoras de colonias (contables <400 UFC/ml;
incontables >400 UFC/ml).
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Morfologia microscopica.
Se realiz6 un frotis de cada colonia aislada, el cual fue tefiido por la técnica de Gram. Las
observaciones fueron realizadas a través de un microscopio optico Leica® Binocular CME (ML23).

Caracterizacion enzimatica para eleccion de Galeria API
Se aplicaron pruebas de catalasa y oxidasa?’ y se verificd respuesta a coagulasa (Tabla 1). Esto

segun la morfologia microscopica que presentaron las colonias:

Tabla 1. Eleccion de galeria APl de acuerdo con reacciones de pruebas enzimaticas para
catalasa y oxidasa.

Prueba de Catalasa

Morfologia Microscépica Reaccion + Reaccién -
Cocos Gram Positivos API STAPH API 20 STREP
Bacilos Gram Positivos largos con esporas API 50 CHB
Bacilos Gram Positivos pequefios 0 API CORYNE
cuneiformes
Bacilos Gram Positivos largos API 50 CHL

Prueba de Oxidasa
Reaccién + Reaccién -

Bacilos Gram Negativos API 20 NE API 20E

7.1.6.3. Obtencion de Biomasa
Se procedid a inocular cada una de las colonias en medio liquido de BHI, incubandose a 37°C

durante 48 horas en condiciones de aerobiosis.

7.1.6.4. Pruebas bioquimicas para perfil fenotipico.

La biomasa de cada colonia fue empleada para preparar las ampollas del medio API necesario,
realizando una suspension bacteriana homogénea ajustada los estandares de turbidez de McFarland,
segun la galeria correspondiente. La preparacion de la galeria, su inoculacion y adicion de reactivos
correspondientes fueron realizados segun las instrucciones del proveedor API bioMérieux®.

Las reacciones bioguimicas se tradujeron en cambios de color, y su interpretacion se llevo a cabo
utilizando una tabla de lectura incluida en el kit de las galerias, indicando reacciones positivas y
negativas de las bacterias que fueron capaces o no de utilizar el correspondiente substrato liofilizado.
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La identificacion se realizo a partir de un perfil numérico obtenido por la lectura de los ensayos

bioguimicos.

Haciendo uso del sistema de identificacion de bioMérieux® (disponible en la pagina
https://apiweb.biomerieux.com/servlet/lIdentify) se selecciond la galeria a interpretar y se ingreso el
perfil numérico obtenido, realizando automaticamente una identificacion con la ayuda del catalogo
analitico de API, el cuél proporciond con un alto indice de fiabilidad la identificacion del

microorganismo a nivel especie.

7.1.7. RESULTADOS

Tras la purificacion de las colonias representativas se obtuvieron para el grupo de estudio de
pacientes, 40 cepas y 12 grupos morfoldgicamente distintos; para el grupo de estudio de controles,
30 cepas y 13 grupos morfoldgicamente distintos.

Se presentan las Tablas 2 y 3 para ambos grupos de estudio:
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Tabla 2. Ordenamiento de cepas por grupo morfoldgico, caracterizacion macroscdpica, microscopica, enzimatica e identificacion fenotipica
por galeria APl empleada. Grupo de estudio de pacientes.

TOTAL CLAVE - . o
OBSERVACION OBSERVACION P. P. P. ANALISIS P
GM DE DE P RTG P IDENTIFICACION
CEPAS CEPA MACROSCOPICA MICROSCOPICA CAT OoX COA API

2PB3 + Cocos + ND -
3PB4 + Cocos + ND -
20PS3 + Cocos + ND -
39PB2 2-3.5mm, forma circular, borde irregular, elevacion plana, + Cocos + ND -

1 9 cepas 29pPS1 superficie lisa, consistencia viscosa, aspecto hiimedo, color + Cocos + ND - STAPH Staphylococcus epidermidis
40PS3 blanco brillante, hemolisis y + Cocos + ND -
36PS1 + Cocos + ND -
2PB1 + Cocos + ND -
7PB3 + Cocos + ND -
3PS2 + Bacilos + ND  ND
11PB2 + Bacilos + ND ND
19PB2 + Bacilos + ND ND
32PB3 1-1.5mm, forma circular, borde irregular, elevacién + Bacilos + ND ND

2 9 cepas 33PB3 convexa, superficie lisa, consistencia suave, aspecto seco, + Bacilos + ND ND CORYNE Corynebacterium amycolatum
35PB2 color crema opaco, hemolisis o + Bacilos + ND ND
39PB4 + Bacilos + ND ND
39PS2 + Bacilos + ND ND
39PB5 + Bacilos + ND ND
9PB3 1-2mm, forma circular, borde irregular, elevacion convexa, + Bacilos + ND ND

3 3 cepas 21PS1  superficie lisa, consistencia suave, aspecto seco, color crema + Bacilos + ND ND CORYNE Corynebacterium jeikeium
36PS4 opaco, hemdlisis o + Bacilos + ND ND
35PB1  1-2mm, forma circular, borde irregular, elevacién convexa, + Cocos - ND -

4 3 cepas 7PS3 superficie lisa, consistencia suave, aspecto hiimedo, color + Cocos - ND - 20 STREP Streptococcus agalactiae
16PS2 blanco, hemdlisis + Cocos - ND -
13PS3 + Cocos - ND -
20PB4 0.5-1mm, forma circular, borde irregular, elevacion + Cocos - ND -

5 5 cepas 24PS2 convexa, superficie lisa, consistencia suave, aspecto + Cocos - ND - 20 STREP Enterococcus faecalis
32PB1 humedo, color blanco opaco, hemolisis vy, B + Cocos - ND -
10PB1 + Cocos - ND -

6 2cepas P Comexa superfcie isa consisienciasuave, apecty Cocos S -

p 38PS1 + Sup! , » asp + Cocos . ND . 20 STREP Streptococcus uberis

humedo, color blanco transparente, hemolisis o
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21PB1 . . » - Bacilos cortos ND - ND
25psy  2-4mm, forma circular, borde irregular, elevacion convexa, - Baciloscortos ~ ND - ND 20E Escherichia fergusonii
7 4 cepas 26PB1 superficie lisa, consistencia suave, aspecto himedo, color ) Bacilos cortos ND ) ND
blanco opaco, hemdlisis a, .
29PS5 - Bacilos cortos ND - ND
1.5-4mm, forma circular, borde irregular, elevacion
8 1 cepa 5PB1 convexa, superficie lisa, consistencia suave, aspecto - Bacilos cortos ND - ND 20E Escherichia coli
himedo, color crema brillante, hemdlisis o,
1-2mm, forma circular, borde irregular, elevacién convexa,
9 1 cepa 21PS3 superficie lisa, consistencia suave, aspecto hlimedo, color + Bacilos largos - ND ND 50 CHL/B Lactobacillus rhamnosus
blanco, hemolisis y
1-2mm, forma circular, borde irregular, elevacién plana, Bacilos largos
10 1 cepa 23PS5 superficie rugosa, consistencia viscosa, aspecto seco, color + + ND ND 50 CHL/B Bacillus pumilus
crema, hemdlisis y con esporas
2-4mm, forma circular, borde irregular, elevacién plana, Bacilos largos
11 1 cepa 16PB3 superficie rugosa, consistencia viscosa, aspecto seco, color ND ND 50 CHL/B Bacillus subtilis
crema opaco, hemolisis B con esporas
1-2mm, forma circular, borde irregular, elevacién convexa,
12 1 cepa 3PB1 superficie lisa, consistencia suave, aspecto hiimedo, color + Bacilos + ND ND CORYNE Corynebacterium striatum
crema, hemdlisis o, B
TOTAL 40 CEPAS
GM, grupo morfolégico; RTG, respuesta a tincion de Gram; P.CAT, prueba de catalasa; P. OX, prueba de oxidasa; P. COA, prueba de coagulasa; ND, no determinado.
Tabla 3. Ordenamiento de cepas por grupo morfoldgico, caracterizacién macroscépica, microscépica, enzimatica e identificacion fenotipica
por galeria AP1 empleada. Grupo de estudio de controles.
GM TODTEAL CLISAEVE OBSERVACION RTG OBSERVACION P. P. P. ANALISIS IDENTIFICACION
CEPAS CEPA MACROSCOPICA MICROSCOPICA CAT (0):¢ COA API
2CB1 2-3.5mm, forma circular, borde irregular, elevacion plana, + Cocos + ND -
1 3 cepas 7CB1 superficie lisa, consistencia viscosa, aspecto hiimedo, color + Cocos + ND - STAPH Staphylococcus epidermidis
28CS2 blanco brillante, hemdlisis y + Cocos + ND -
17Cs1 1-3mm, forma circular, borde irregular, elevacién plana, + Cocos + ND -
2 2 cepas 18CS1 superficie lisa, consistencia viscosa, aspecto hiimedo, color + Cocos + ND ) STAPH Staphylococcus auricularis

blanco, hemolisis y
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20CB2 + Cocos - ND -
5CB2 + Cocos - ND -
8CB1 . . B + Cocos - ND -
12cs4 0-5-1mm, forma circular, borde irregular, elevacion convexa, + Cocos - ND - 20 STREP Enterococcus faecalis
3 8 cepas 25CS3 superficie lisa, consistencia suave, aspecto himedo, color blanco N Cocos ) ND )
opaco, hemdlisis vy, B
5CS1 + Cocos - ND -
15CB2 + Cocos - ND -
38CB2 + Cocos - ND -
4CS2 0.5-1mm, forma circular, borde irregular, elevacion convexa, + Cocos - ND -
4 3 cepas 17CS3  superficie lisa, consistencia suave, aspecto hiimedo, color blanco + Cocos - ND - 20 STREP Globicatella sanguinis
9CS3 opaco, hemolisis a + Cocos - ND -
2CS3 - Bacilos cortos ND - ND
13CS3 2-4mm, forma circular, borde irregular, elevacion convexa, - Bacilos cortos ND - ND
5 5cepas  28CB1l  superficie lisa, consistencia suave, aspecto himedo, color blanco - Bacilos cortos ND - ND 20E Escherichia fergusonii
31CS1 opaco, hemdlisis o, - Bacilos cortos ND - ND
35CS1 - Bacilos cortos ND - ND
1-5mm, forma circular, borde regular, elevacién convexa, Bacilos largos con o
6 1 cepa 2CB2 superficie lisa, consistencia suave, aspecto himedo, color gris esporas + ND ND 50 CHL/B Paenibacillus lautus
transparente, hemolisis y
1-1.5mm, forma circular, borde irregular, elevacion convexa, : :
7 2 cepas 8CSS superficie lisa, consistencia suave, aspecto seco, color crema " Bacilos cuneiformes * ND ND CORYNE Corynebacterium amycolatum
25CS1 opaco, hemdlisis a + Bacilos cuneiformes + ND ND
4-7mm, forma circular, borde irregular, elevacion umbonada,
8 1 cepa 12CS5 superficie lisa, consistencia suave, aspecto himedo, color crema + Cocos + ND - STAPH Staphylococcus warneri
amarillento, hemolisis B
1-2mm, forma circular, borde irregular, elevacién convexa,
9 1 cepa 16CS3 superficie lisa, consistencia suave, aspecto hiimedo, color + Cocos - ND - 20 STREP Streptococcus agalactiae
blanco, hemolisis
2-4mm, forma circular, borde regular, elevacion convexa,
10 1 cepa 15CB1 superficie lisa, consistencia suave, aspecto himedo, color crema - Bacilo ND - ND 20E Citrobacter freundii
transparente, hemolisis o, y
1-3mm, forma circular, borde regular, elevacién convexa,
11 1 cepa 25CS4  superficie lisa, consistencia suave, aspecto himedo, color blanco + Cocos + ND - STAPH Staphylococcus capitis
opaco, hemdlisis y
0.5-1mm, forma circular, borde regular, elevacion convexa,
12 1 cepa 26CB1  superficie lisa, consistencia suave, aspecto hiimedo, color crema + Bacilos + ND ND CORYNE Brevibacterium epidermidis
transparente, hemolisis y
7-10mm, forma circular, borde ondulado, elevacién umbonada,
13 1 cepa 38CB3  superficie lisa, consistencia suave, aspecto viscoso, color crema - Bacilos ND - ND 20E Klebsiella oxytoca
brillante, hemolisis y
TOTAL 30 CEPAS

GM, grupo morfoldgico; RTG, respuesta a tincion de Gram; P.CAT, prueba de catalasa; P. OX, prueba de oxidasa; P. COA, prueba de coagulasa; ND, no determinado.
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El nimero de cepas del grupo de pacientes y controles identificadas por galeria API fueron:

Tabla 4. Cepas totales del grupo de pacientes y controles.

Numero de Numero de
Especies cepas cepas Analisis API
(Pacientes) (Controles)

Staphylococcus epidermidis
Staphylococcus auricularis
Staphylococcus warneri
Staphylococcus capitis

STAPH

Enterococcus faecalis
Globicatella sanguinis
Streptococcus agalactiae
Streptococcus uberis

20 STREP

Escherichia fergusonii
Escherichia coli
Citrobacter freundii
Klebsiella oxytoca

20E

Lactobacillus rhamnosus
Paenibacillus lautus
Bacillus pumilus
Bacillus subtilis

50 CHL/B

Corynebacterium amycolatum
Corynebacterium jeikeium
Corynebacterium striatum
Brevibacterium epidermidis

CORYNE

OFRPWORFRPRPFPOPFPOORFRPLRARNWOOUIIOOO®
P OONOORFROFPFFPOUGIOF, WO FFDNW

TOTAL DE CEPAS

LN
o
w
o
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7.1.8. DISCUSION.

En el presente estudio se realizdé un andlisis de cepas bacterianas a partir de muestras
cervicovaginales de mujeres con la patologia de cancer cervicouterino empleando el sistema
miniaturizado API, aplicando galerias y andlisis de APl STAPH, API 20 STREP, API 20E, API
CORYNE y API 50 CHL/B.

A pesar de que la identificacion con estudios genéticos y moleculares actualmente ha tomado mayor
auge?*, la identificacion fenotipica aun resulta ser bastante eficaz cuando no se cuenta con la
tecnologia e infraestructura necesaria en los laboratorios clinicos. Esto queda demostrado con los
resultados presentados, donde se puede observar que las pruebas bioquimicas de cada una de las
galerias API analizadas para los grupos de estudio de pacientes y controles, fueron suficientes para
poder identificar y determinar en forma rapida, sencilla y asequible una amplia diversidad

bacteriana.

Ravel y colaboradores, realizaron un estudio con 396 mujeres norteamericanas asintomaticas de
cuatro grupos étnicos a fin de caracterizar la microbiota vaginal; se encontr6 una gran diversidad de
comunidades microbianas. Se lograron caracterizar especies de Lactobacillus (L. crispatus, L.
gasseri, L. iners y L. jensenii); asi como otros grupos taxonémicos bacterianos como Gardnerella,
Atopobium, Leptotrichia, Sneathia spp. y otros organismos asociados a la vaginosis bacteriana.?®
Este hallazgo da pie a las investigaciones actuales, en donde se puede determinar que entre el 20-
30% de las mujeres pueden presentar en algin momento una microbiota diversa deficiente o

disminuida en especies de lactobacilos, considerada como una microbiota anormal .61

En coincidencia con los estudios de Ravel, en el presente estudio se logro caracterizar una diversidad
en la microbiota cervicovaginal, sin embargo, se hizo uso de exudados cervicovaginales de mujeres
con cancer cervicouterino y mujeres sin dicha patologia. Se encontré que, fueron 5 las especies
bacterianas coincidentes para ambos grupos de estudio: Staphylococcus epidermidis, Enterococcus

faecalis, Streptococcus agalactiae, Escherichia fergusonii y Corynebacterium amycolatum.
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Velazquez y colaboradores en 2011, indicaron en sus revisiones que, ante la existencia del CaCu,
se modifica el ambiente cervicovaginal al presentar alteraciones y lesiones celulares, lo cual es un
factor predisponente para el desarrollo de infecciones recurrentes causadas por la colonizacién

predominante de comunidades bacterianas consideradas como patdgenos oportunistas.°

En concordancia con lo anterior, a pesar de que fueron 40 las cepas que se lograron purificar del
grupo de las pacientes, la microbiota cervicovaginal identificada no fue tan diversa en comparacion
a la microbiota que se identificd en las 30 cepas de las mujeres sin cancer cervicouterino; ademas
se puede observar que cuanto existio la patologia del CaCu, predominaron corinebacterias y
estafilococos, mientras que en las mujeres sin CaCu, se lograron identificar variedades de
estafilococos, estreptococos, enterococos, eerococos, enteobacterias, paenibacilos, brevibacterias e

incluso corinebacterias.

Los resultados del presente estudio también coinciden con lo expuesto por Gajer y colaboradores
en 2012, y Lewis y colaboradores en 2017, quienes indican que “cualquier alteracion por factores
fisiologicos, anatdmicos o bioldgicos en la microbiota vaginal, afectara su equilibrio dinamico®, lo
cual desencadenard el desarrollo de una microbiota anormal, representada principalmente por

patdgenos oportunistas que produciran sintomas y favoreceran el desarrollo de enfermedades®®”

Conocer el perfil fenotipico de la microbiota cervicovaginal que acompafia el cancer cervicouterno
puede ser un posible biomarcador para desarrollar futuros estudios enfocados en el desarrollo de
técnicas clinicas, diagnosticas y terapéuticas que permitan complementar el entendimiento del
proceso salud-enfermedad de las mujeres mexicanas en presencia de esta patologia y la dinamica de

la microbiota en el desarrollo de infecciones sobreagregadas.

En conclusion, Se logré determinar y comparar el perfil fenotipico de la microbiota vaginal de 80
mujeres, donde 40 fueron diagnosticadas con cancer cervicouterino localmente avanzado en los
estadios 1B-2 a IV-A confirmado histoldgicamente y 40 mujeres con citologia cervical negativa

para dicha patologia.
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A partir de los exudados cervicovaginales, se lograron aislar 70 cepas bacterianas donde, para el
grupo de pacientes se determinaron 40 cepas y 12 grupos morfoldgicamente distintos y para el grupo

de controles se determinaron 30 cepas y 13 grupos morfologicamente distintos.

Se determiné el perfil fenotipico de las cepas bacterianas purificadas empleando el sistema
miniaturizado API, aplicando galerias y analisis de APl STAPH, APl 20STREP, API 20E, API
CORYNE y API 50 CHL/B.

Quiza una de las limitantes del presente, consistio en la base de datos que utiliza el sistema de
identificacion de API bioMérieux®, puesto que el analisis del perfil numérico generado por las
pruebas bioquimicas de las galerias muchas veces puede ser coincidente o similar para dos especies,
0 bien, no encontrarse actualizada con respecto al constante cambio que se tiene en el campo de la

microbiologia bacteriana.
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7.2. RESULTADOS ADICIONALES

7.3. Caracterizacion enzimatica y eleccion de galerias API.

La caracterizacién microscopica de cada una de las colonias bacterianas fue indispensable para
proceder a realizar la caracterizacion enzimatica; en esta ultima se aplicaron pruebas de catalasa
(para cocos y bacilos Gram positivos) y oxidasa (para bacilos Gram negativos) segun el Manual
Préactico de Bacteriologia Clinica de Velasco %, y a su vez, se verifico la respuesta a la prueba de
coagulasa. Los resultados obtenidos de acuerdo con las reacciones de cada prueba enzimatica

condujeron a seleccionar la galeria API como a continuacion se presenta en la Tabla 6:

Tabla 6. Eleccién de galeria APl de acuerdo con reacciones de pruebas enzimaticas para

catalasa y oxidasa.

Prueba de Catalasa

Morfologia Microscopica Reaccién + Reaccién -
Cocos Gram Positivos API STAPH API 20 STREP
Bacilos Gram Positivos largos con esporas API50 CHB
BaC|I_os Gram Positivos pequefios 0 AP| CORYNE
cuneiformes
Bacilos Gram Positivos largos API50 CHL
Prueba de Oxidasa
Reaccién + Reaccién -
Bacilos Gram Negativos API 20 NE API 20E

De lo anterior, para el grupo de pacientes conformado por 40 cepas se aplicaron 40 galerias API

como se muestra en la Tabla 7:

Tabla 7. Realizacion de galerias APl para el grupo de estudio de pacientes.

Galeria Total de

GM Observacion microscépica Prueba enzimética
API cepas
1 Cocos en racimo Gram + Catalasa positiva STAPH 9
2 Bacilos Gram + Catalasa positiva CORYNE 9
3 Bacilos Gram + Catalasa positiva CORYNE 3
4 Cocos en cadena Gram + Catalasa negativa 20 STREP 3
5 Cocos en cadena corta Gram + Catalasa negativa 20 STREP 5
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6 Cocos en cadena Gram + Catalasa negativa 20 STREP 2
7 Bacilos cortos Gram - Oxidasa negativa 20 E 4
8 Bacilos cortos Gram - Oxidasa negativa 20 E 1
9 Bacilos largos Gram + Catalasa negativa 50 CHL 1
10  Bacilos largos con esporas Gram + Catalasa positiva 50 CHB 1
11  Bacilos largos con esporas Gram + Catalasa positiva 50CHB 1
12 Bacilos Gram + Catalasa positiva CORYNE 1
TOTAL 40 cepas

GM, grupo morfol6gico. APl STAPH: 9 cepas; APl STREP: 10 cepas; API 20 E: 5 cepas; AP1 50 CHL/B: 3 cepas; APl CORYNE: 13 cepas.

Para el grupo de controles conformado por 30 cepas se aplicaron 30 galerias APl como se muestra

en la Tabla 8:

Tabla 8. Realizacion de galerias API para el grupo de estudio de controles.

o . Prueba Galeria Total de
GM Observacion microscépica N
enzimatica API Cepas

1 Cocos en racimo Gram + Catalasa positiva STAPH 3
2 Cocos en racimo Gram + Catalasa positiva STAPH 2
3 Cocos en cadena corta Gram + Catalasa negativa 20 STREP 8
4 Cocos en racimo Gram + Catalasa negativa 20 STREP 3
5 Bacilos cortos Gram - Oxidasa negativa 20 E 5
6 Bacilos largos con esporas Gram +  Catalasa positiva 50 CHB 1
7 Bacilos cuneiformes Gram + Catalasa positiva CORYNE 2
8 Cocos en racimo Gram + Catalasa positiva STAPH 1
9 Cocos en cadena Gram + Catalasa negativa 20 STREP 1
10 Bacilos Gram - Oxidasa negativa 20 E 1
11 Cocos en racimo Gram + Catalasa positiva STAPH 1
12 Bacilos Gram + Catalasa positiva CORYNE 1
13 Bacilos Gram - Oxidasa negativa 20E 1

TOTAL 30 cepas

GM, grupo morfol6gico. API STAPH: 7 cepas; APl STREP: 12 cepas; APl 20 E: 7 cepas; AP1 50 CHL/B: 1 cepa; API CORYNE: 3 cepas.

7.4. ldentificacion fenotipica y pruebas bioquimicas por galeria API.

Se tuvieron reacciones positivas y negativas en las pruebas bioguimicas que conformaron cada

galeria API que fue empleada, segun fue el caso.

De acuerdo con estos resultados, se lograron determinar con la galeria APl STAPH las especies
Staphylococcus epidermidis, Staphylococcus auricularis, Staphylococcus warneri y Staphylococcus
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capitis. Las reacciones en las pruebas bioquimicas que conforman la galeria APl STAPH y su

consiguiente identificacion fenotipica se presentan en la Tabla 9:

Tabla 9. Galeria APl STAPH.

Pruebas bioguimicas

L . . O oW J o w Z2 k- 4 4 L 4 0 9 oI wkX
Ribotipo S ¢ ¥ < 4 W = e < = a O x F
p Especie bacteriana 3 F£sEigesz<>55x3 e £ 25 &

1 Staphylococcus epidermidis 0 + + + + + - - - - + + + - - + - - + + -

2 Staphylococcus auricularis 0 + + + + - + - - - 4+ - - - - + - - + - -

3 Staphylococcus warneri 0 + + + + + + + - - + + 4+ - - + - - + + -

4 Staphylococcus capitis 0 + + + + + - 4+ - - + + 4+ - - + - - + + -

Con la galeria APl 20 STREP las especies bacterianas que se lograron identificar fueron:
Enterococcus faecalis, Globicatella sanguinis, Streptococcus agalactiae, y Streptococcus uberis.
Las reacciones en las pruebas bioquimicas que conforman la galeria AP1 STREP y su consiguiente

identificacion fenotipica se presentan en la Tabla 10:

Tabla 10. Galeria APl 20 STREP.

Pruebas bioquimicas

IR . . oxrx <O2$< a2 I n<ZIxow-oHwo>»>s
Ribotipo L3S0 o0x<o2r< g < J O
p Especie bacteriana >Imn.<mmn._1<0:<§85|_zn:<§((91

5 Enterococcus faecalis + + + + - -+ -+ o+ 4+ -+ 4+ o+ o+ - -+ - -

6 Globicatella sanguinis e e e T

7 Streptococcus agalactiae + + - - -+ -+ o+ o+ o+ - - -+ o+ - -+ -+

8 Streptococcus uberis + + 4+ + - + - + 4+ 4+ + - + + + + + - o+ + -

Con la galeria API 20 E las especies bacterianas que se lograron identificar fueron: Escherichia
fergusonii, Escherichia coli, Citrobacter freundii y Klebsiella oxytoca. Las reacciones en las
pruebas bioguimicas que conforman la galeria API 20 E y su consiguiente identificacion fenotipica

se presentan en la Tabla 11:

Tabla 11. Galeria API 20 E.

Pruebas bioquimicas

iboti o o) W< 4 D Z x <o 4>«
Ribotipo ; ; s 5 88EQY¥S2ed2% 9 < o < x
Especie bacteriana 22 39801 85¢ z>8a323z8¢% <§£ £ 0

9 Escherichia fergusonii + - o+ + - - - -+ - -+ o+ -+ o+ - - -+ -

10 Escherichia coli + + o+ - - - -+ - -+ o+ -+ o+ o+ o+ -+ -

11 Citrobacter freundii B T T T T S S S R S S

12 Klebsiella oxytoca + - 4+ -+ -+ -+ 4+ -+ 4+ o+ o+ o+ o+ + + + -
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Con la galeria API 50 CHBJ/L las especies bacterianas que se lograron identificar fueron:

Paenibacillus lautus, Bacillus pumilus, Bacillus subtilis y Lactobacillus rhamnosus. Las reacciones
en las pruebas bioquimicas que conforman la galeria APl APl 50B/L y su consiguiente

identificacion fenotipica se presentan en la Tabla 12:

Tabla 12. Galeria API1 50 CHL/B.

Pruebas bioquimicas

o . . > > X xam> >0 X JdDoWwLJdo Zx S
= [a) z <
Ribotipo Especie bacteriana S E33z5532S880F58232s3¢9
13 Lactobacillus rhamnosus - + - - - + - - - - + 4+ + + + + - + + + -
14 Paenibacillus lautus T S S e S S S S S T
15 Bacillus pumilus e R . S S T S S S S S S &
16 Bacillus subtilis S R s S R S S S T S S
Pruebas bioquimicas
hoti : . Q O Zz 1o o e 4 0w o NLQ>F 2z x X
Ribotipo a [i4 w < w 14 < MY
p Especie bacteriana S < <§( s sy gLgEzS g <§( 32 E2 7
13 Lactobacillus rhamnosus  + + + + + + + + + - + + - + - - - - + + +
14 Paenibacillus lautus S s s S s s s s s N s s s s s s S
15 Bacillus pumilus + 4+ o+ + o+ o+ o+ - -+ o+ - - - o - -+ 4 -
16 Bacillus subtilis + + + + + + + + + + + + + -+ + -+t -
Pruebas bioguimicas
T 08 QZ 2 - 00aIT 00K WA -
Ribotipo i i 2 2T z e o E
p Especie bacteriana 555555%%02380§%EZ>%Z
13 Lactobacillus rhamnosus  + - - - - + - -
14 Paenibacillus lautus R T e T
15 Bacillus pumilus + - - - - R L R T
16 Bacillus subtilis R T T T
Con la galeria API CORYNE las especies bacterianas que se lograron identificar fueron:
jeikeium, Corynebacterium striatum vy

Corynebacterium amycolatum, Corynebacterium

Brevibacterium epidermidis. Las reacciones en las pruebas bioquimicas que conforman la galeria
API CORYNE vy su consiguiente identificacion fenotipica se presentan en la Tabla 13:

Tabla 13. Galeria API CORYNE.

Pruebas bioquimicas

o ) ) N 5D 3 =2 « O W d O m 4 2 4 O 0 > E
Ribotipo £ < xr W o = < < 4

p Especie bacteriana zz 2 8Q S Q Z0So6°o % s s S5 S

17 Corynebacterium amycolatum  + + - + - - - - - + - - + + - - + - + - +

18 Corynebacterium jeikeium -+t -+t - - - - - - - - **+- - *- - - %

19 Corynebacterium striatum t+r + - - - - - - - F k- s k-t

20 Brevibacterium epidermidis - + + + - -+ -+ -+ -+ - - -+ - - - F
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Fueron 20 los fenotipos identificados correspondientes a 20 especies bacterianas distintas para el
grupo de pacientes con 40 cepas analizadas y para el grupo de controles con 30 cepas analizadas
(Tabla 14):

Tabla 14. Fenotipos y especies bacterianas identificadas por analisis APl para cepas del grupo
de pacientes y controles.

Numero  Numero de

Fenotipos Especies de cepas cepas AT;'IS"S
(Pacientes) (Controles)
1 Staphylococcus epidermidis 9 3
2 Staphylococcus auricularis 0 2
3 Staphylococcus warneri 0 1 STAPH
4 Staphylococcus capitis 0 1
5 Enterococcus faecalis 5 8
6 Globicatella sanguinis 0 3
7 Streptococcus agalactiae 3 1 20 STREP
8 Streptococcus uberis 2 0
9 Escherichia fergusonii 4 5
10 Escherichia coli 1 0 20E
11 Citrobacter freundii 0 1
12 Klebsiella oxytoca 0 1
13 Lactobacillus rhamnosus 1 0
14 Paenibacillus lautus 0 1
15 Bacillus pumilus 1 0 S0 CHL/B
16 Bacillus subtilis 1 0
17 Corynebacterium amycolatum 9 2
18 Corynebacterium jeikeium 3 0
19 Corynebacterium striatum 1 0 CORYNE
20 Brevibacterium epidermidis 0 1
TOTAL DE CEPAS 40 30

En la Tabla 15, se muestran desglosados los 7 fenotipos que se identificaron para el grupo de
pacientes, 8 fenotipos identificados para el grupo de controles y los 5 fenotipos que fueron
identificados en ambos grupos:
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Tabla 15. Fenotipos en grupo de pacientes y controles.

Grupo de pacientes Grupo de Controles
Fenotipo Fenotipo
8 e Streptococcus uberis 2 e Staphylococcus auricularis
10 e Escherichia coli 3 e Staphylococcus warneri
13 ¢ Lactobacillus rhamnosus 4 e Staphylococcus capitis
15 e Bacillus pumilus 6 ¢ Globicatella sanguinis
16 e Bacillus subtilis 11 e Citrobacter freundii
18 e Corynebacterium jeikeium 12 o Klebsiella oxytoca
19 e Corynebacterium striatum 14 e Paenibacillus lautus
20 e Brevibacterium epidermidis
Fenotipo Especies coincidentes en grupo de pacientes y grupo de controles
1 Staphylococcus epidermidis
5 Enterococcus faecalis
7 Streptococcus agalactiae
9 Escherichia fergusonii
17 Corynebacterium amycolatum

7.5. Aislamiento, purificacion, ubicacion en grupo morfoldgico e identificacion de cepas

mediante analisis API.

Se presenta la Tabla 16 donde se muestra el nimero de cepas aisladas por cada una de las 40 mujeres
que participaron en el grupo de pacientes, teniendo un total de 196 cepas; de las cuales 40 fueron

cepas las que se seleccionaron para ser purificadas e identificadas mediante el uso de galerias API.
Asimismo, en la Tabla 17, se muestra el nimero de cepas aislados por cada una de las 40 mujeres

que participaron en el grupo de controles, teniendo un total de 155 cepas; de las cuales 30 fueron

las que se seleccionaron para ser purificadas e identificadas mediante el uso de galerias API.
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TABLA 16. Aislamiento, purificacion, ubicacion en grupo morfoldgico e identificacion de cepas de pacientes.

Namero
de Cepas Clave de Ubicacion Analisis
Paciente  cepas Clave del nimero de cepas ificadas cepas en grupo Identificacion API
por puritica purificadas morfologico
paciente
1PS1, 1PS2, 1PS3, 1PS4, 1PB1,
1 7 1PB2, 1PB3 0 NA NA NA NA
5 8 2PS1, 2PS2, 2PS3, 2PS4, 2PB1, 9 2PB1 1 Staphylococcus epidermidis STAPH
2PB2, 2PB3, 2PB4 2PB3 1 Staphylococcus epidermidis STAPH
3PB1 12 Corynebacterium striatum CORYNE
3 10 3PS1, 3PS2, 3PS3, 3PS4, 3PS5, 4 3PB4 1 Staphylococcus epidermidis STAPH
3PB1, 3PB2, 3PB3, 3PB4, 3PB5 3PS2 2 Corynebacterium amycolatum  CORYNE
3PS5 6 Streptococcus uberis 20 STREP
4 3 4PS1, 4PS2, 4PB1 0 NA NA NA NA
5 2 5PB1, 5PB2 1 5PB1 8 Escherichia coli 20E
6 4 6PS1, 6PS2, 6PB1, 6PB2 0 NA NA NA NA
7 9 7PB1, 7PB2, 7PB3, 7PB4, 7PS1, 9 7PB3 1 Staphylococcus epidermidis STAPH
7PS2, 7PS3, 7PS4, 7TPS5 7PS3 4 Streptococcus agalactiae 20 STREP
8PB1, 8PB2, 8PB3, 8PB4, 8PS1,
8 8 8PS2, 8PS3, 8PS4 0 NA NA NA NA
9 8 PBL, %F;E;%: gigi el 1 9PB3 3 Corynebacterium jeikeium  CORYNE
10 3 10PB1, 10PS1, 10PS2 1 10PB1 5 Enterococcus faecalis 20 STREP
11 5 11PB1, 11PB2, 11PS1, 11PS2, 11PS3 1 11PB2 2 Corynebacterium amycolatum  CORYNE
12 3 12PB1, 12PS1, 12PS2 0 NA NA NA NA
13 8 113??;3811’,1133'738822’, 11%?22 gigj 1 13PS3 5 Enterococcus faecalis 20 STREP
14 1 14PB1 0 NA NA NA NA
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TABLA 16 (Continuacion). Aislamiento, purificacion, ubicacion en grupo morfologico e identificacion de cepas de pacientes.

NuUmero
de Cepas Clave de Ubicacion Analisis
Paciente  cepas Clave del numero de cepas ificadas cepas en grupo Identificacion API
por puritca purificadas morfologico
paciente
15 1 15PB1 0 NA NA NA NA
16 6 16PB1, 16PB2, 16PB3, 16PS1, 2 16PS2 4 Streptococcus agalactiae 20 STREP
16PS2, 16PS3 16PB3 11 Bacillus subtilis 50 CHL/B
17PB1, 17PB2, 17PS1, 17PS2,
17 6 17PS3. 17PS4 0 NA NA NA NA
18PS1, 18PS2, 18PS3, 18PS4,
18 ! 18PB1, 18PB2, 18PB3 0 NA NA NA NA
19 7 19Pfglpéipigpll392pingg 4, 1 19PB2 2 Corynebacterium amycolatum  CORYNE
20 8 20PB1, 20PB2, 20PB3, 20PB4 9 20PS3 1 Staphylococcus epidermidis STAPH
20PS1, 20PS2, 20PS3, 20PS4 20PB4 5 Enterococcus faecalis 20 STREP
21PS1 3 Corynebacterium jeikeium CORYNE
21 5 21PS1, 21PS2, 21PS3, 21PB1, 21PB2 3 21PB1 7
21PS3 9 Lactobacillus rhamnosus 50CHL/B
22 2 22PB1, 22PS1 0 NA NA NA NA
23 8 2§3PP88122233T3E£ 33222 ggggé 1 23PS5 10 Bacillus pumilus 50CHL/B
24 6 24PBL, 22‘2:;8821 221222 24PB4, 1 24PS2 5 Enterococcus faecalis 20 STREP
25 3 25PS1, 25PS2, 25PB1 1 25PS1 7 Escherichia fergusonii 20E
26 2 26PS1, 26PB1 1 26PB1 7 Escherichia fergusonii 20E
27 5 27PB1, 27PB2, 27PS1, 27PS2, 27PS3 0 NA NA NA NA
28 2 28PB1, 28PS1 0 NA NA NA NA
29PB1, 29PB2, 29PB3, 29PB4, 29PS1 1 Staphylococcus epidermidis STAPH
29 10 29PBS, 29PS1, 29PS2, 29PS3, 2 29PS5 7 Escherichia fergusonii 20E

29PS4, 29PS5
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TABLA 16 (Continuacion). Aislamiento, purificacion, ubicacion en grupo morfologico e identificacion de cepas de pacientes.

NuUmero
de Cenas Clave de Ubicacion Analisis
Paciente  cepas Clave del numero de cepas P cepas en grupo Identificacion
purificadas il o API
por purificadas morfoldgico
paciente
30 3 30PBL1, 30PS1, 30PS2 0 NA NA NA NA
31 1 31PB1 0 NA NA NA NA
32 3 32PB1, 32PB2, 32PB3 9 32PB1 5 Enterococ?cus faecalis 20 STREP
32PB3 2 Corynebacterium amycolatum  CORYNE
33 3 33PB1, 33PB2, 33PB3 1 33PB3 2 Corynebacterium amycolatum  CORYNE
34 1 34PB1 0 NA NA NA NA
35PB1 4 Streptococcus agalactiae 20 STREP
3 S 35PS1, 35PS2, 35PS3, 35PB1, 35PB2 2 35PB2 2 Corynebacterium amycolatum  CORYNE
36PS1 1 Staphylococcus epidermidis STAPH
36 > 36PS1, 36PS2, 36PS3, 36PS4, 36PSS 2 36PS4 3 Corynebacterium jeikeium CORYNE
37 3 37PS1, 37PB1, 37PB2 0 NA NA NA NA
38 4 38PBL, ggEgzz , 38PS1 1 38PS1 6 Streptococcus uberis 20 STREP
39PB2 1 Staphylococcus epidermidis STAPH
39 8 39PS1, 39PS2, 39PS3, 39PB1, 4 39PB4 2 Corynebacterium amycolatum  CORYNE
39PB2, 39PB3, 39PB4, 39PB5 39PB5 2 Corynebacterium amycolatum  CORYNE
39PS2 2 Corynebacterium amycolatum  CORYNE
40 3 40PS1, 40PS2, 40PS3 1 40PS3 1 Staphylococcus epidermidis STAPH
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TABLA 17. Aislamiento, purificacion, ubicacion en grupo morfoldgico e identificacion de cepas de controles.

NUmero
de Cepas Clave de Ubicacion Anlisis
Control  cepas Clave del namero de cepas P cepas en grupo Identificacion
purificadas o L API
por purificadas morfolégico
control
1 1 1CB1 0 NA NA NA NA
2CB1 1 Staphylococcus epidermidis STAPH
2 6 2CS1, 2CS2, 22%%33; 2CB1, 2CB2, 3 2CB2 6 Paenibacillus lautus 50CHL/B
2CS3 5 Escherichia fergusonii 20 E
3 3 3CB1, 3CS1, 3CS2 0 NA NA NA NA
4 4 4CB1, 4CB2, 4CS1, 4CS2 1 4CS2 4 Globicatella sanguinis 20 STREP
5CB2 3 Enterococcus faecalis 20 STREP
S 4 SCBL, 5CB2, 5CS1, 5Cs2 2 5CS1 3 Enterococcus faecalis 20 STREP
6 2 6CB1, 6CS1 0 NA NA NA NA
7 6 7CBL, 7CB2, ;ggi 7CS2,7CS3, 1 7CB1 1 Staphylococcus epidermidis STAPH
8 5 8CB1, 8CS1, 8CS2, 8CS3, 8CS4, 9 8CB1 3 Enterococcus faecalis 20 STREP
8CS5 8CS5 7 Corynebacterium amycolatum CORYNE
9CS1, 9CS2, 9CS3, 9CB1, 9CB2, . .
9 7 9CB3, 9CB4 1 9CS3 4 Globicatella sanguinis 20 STREP
10CS1, 10CS2, 10CB1, 10CB2,
10 5 10CB3 0 NA NA NA NA
11 1 11CB1 0 NA NA NA NA
12 5 12CB1, 12CS1, 12CS2, 12CS3, 9 12CS4 3 Enterococcus faecalis 20 STREP
12CS4, 12CS5 12CS5 8 Staphylococcus warneri STAPH
13CB1, 13CB2, 13CB3, 13CS1, . ..
13 7 13CS2. 13CS3, 13CS4 1 13CS3 5 Escherichia fergusonii 20E
14 1 14CB1 0 NA NA NA NA
15CB1 10 Citrobacter freundii 20E
15 3 15CBL, 15CB2, 15Cs1 2 15CB2 3 Enterococcus faecalis 20 STREP
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TABLA 17 (Continuacion). Aislamiento, purificacion, ubicacion en grupo morfoldgico e identificacion de cepas de controles.

NUmero
de Cepas Clavede  Ubicacion Anlisis
Control  cepas Clave del namero de cepas P cepas en grupo Identificacion
purificadas i) L API
por purificadas morfoldgico
control
16CB1, 16CB2, 16CB3, 16CB4,
16 9 16CS1, 16CS2, 16CS3, 16CS4, 1 16CS3 9 Streptococcus agalactiae 20 STREP
16CS5
17CS1 2 Staphylococcus auricularis STAPH
17 4 17CBL, 17CB2, 17CS1, 17CS2 2 17CS3 4 Globicatella sanguinis 20 STREP
18 6 18CB1, 1188%35: osoy 1% 1 18Cs1 2 Staphylococcus auricularis ~ STAPH
19 1 19CB1 0 NA NA NA NA
20 3 20CB1, 20CB2, 20CS1 1 20CB2 3 Enterococcus faecalis 20 STREP
21 1 21CB1 0 NA NA NA NA
22 1 22CB1 0 NA NA NA NA
23 4 23CB1, 23CB2, 23CB3, 23CB4 0 NA NA NA NA
24 4 24CB1, 24CB2, 24CS1, 24CS2 0 NA NA NA NA
25CS1, 25CS2, 25CS3, 25CS4, 25CS1 7 Corynebacterium amycolatum CORYNE
25 10 25CS5, 25CS6, 25CB1, 25CB2, 3 25CS3 3 Enterococcus faecalis 20 STREP
25CB3, 25CB4 25CS4 11 Staphylococcus capitis STAPH
26 3 26CB1, 26CB2, 26CS1 1 26CB1 12 Brevibacterium epidermidis CORYNE
27 3 27CS1, 27CS2, 27CB1 0 NA NA NA NA
28CB1, 28CB2, 28CB3, 28CS1, 28CB1 5 Escherichia fergusonii 20E
28 8 28CS2, 28CS3, 28CS4, 28CS5 2 28CS2 1 Staphylococcus epidermidis ~ STAPH
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TABLA 17 (Continuacion). Aislamiento, purificacion, ubicacion en grupo morfologico e identificacion de cepas de controles.

NUmero
de Cepas Clavede  Ubicacion Analisis
Control  cepas Clave del nimero de cepas <P cepas en grupo Identificacion
purificadas el e API
por purificadas morfologico
control
29CS1, 29CS2, 29CS3, 29CS4,
29 6 20CBL1, 29CB2 0 NA NA NA NA
30CBl1, 30CB2, 30CS1, 30CS2,
30 5 30CS3 0 NA NA NA NA
31 3 31CB1, 31CS1, 31CS2 1 31CS1 5 Escherichia fergusonii 20E
32 1 32CB1 0 NA NA NA NA
33 1 33CB1 0 NA NA NA NA
34 1 34CB1 0 NA NA NA NA
35 2 35CS1, 35CB1 1 35CS1 5 Escherichia fergusonii 20E
36 2 36CB1, 36CS1 0 NA NA NA NA
37 3 37CS1, 37CS2, 37CB1 0 NA NA NA NA
38CB1, 38CB2, 38CB3, 38CB4, 38CB2 3 Enterococcus faecalis 20 STREP
38 J 38CS1, 38C§§’C:3S%CSS’ 38CS4, 2 38CB3 13 Klebsiella oxytoca 20E
39 1 39CB1 0 NA NA NA NA
40 2 40CB1, 40CB2 0 NA NA NA NA
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7.6. DISCUSION.

En el presente estudio se realizd un andlisis de 70 cepas bacterianas a partir de muestras
cervicovaginales de 40 mujeres con la patologia de cancer cervicouterino y 40 mujeres sin dicha
patologia; en donde fueron identificadas la presencia de 20 fenotipos correspondientes a especies
bacterianas distintas; lo anterior empleando el sistema miniaturizado API, aplicando galerias y
andlisis de APl STAPH, APl 20STREP, API 20E, API CORYNE y API 50CHL/B.

A pesar de que la identificacion con estudios genéticos y moleculares actualmente ha tomado mayor
auge ©®, la identificacion fenotipica aun resulta ser bastante eficaz cuando no se cuenta con la
tecnologia e infraestructura necesaria en los laboratorios clinicos. Esto queda demostrado con los
resultados presentados, donde se puede observar que las pruebas bioguimicas de cada una de las
galerias API analizadas para los grupos de estudio de pacientes y controles, fueron suficientes para
poder identificar y determinar en forma répida, sencilla y asequible una amplia diversidad
bacteriana.

Ravel et al., 2011, caracterizaron la microbiota vaginal de 396 mujeres norteamericanas
asintomaticas de cuatro grupos étnicos y encontraron una gran diversidad de comunidades
microbianas, en su mayoria especies de Lactobacillus (L. crispatus, L. gasseri, L. iners y L.
jensenii); asi como otros grupos taxonomicos bacterianos como Gardnerella, Atopobium,
Leptotrichia, Sneathia spp. y otros organismos asociados a la vaginosis bacteriana “®. Este hallazgo
da pie a las investigaciones actuales, en donde se puede determinar que entre el 20-30% de las
mujeres pueden presentar en algin momento una microbiota diversa deficiente o disminuida en

especies de lactobacilos, considerada como una microbiota anormal 142,

En coincidencia con los estudios de Ravel, en el presente estudio se logro caracterizar una diversidad
considerable en la microbiota cervicovaginal, sin embargo, se hizo uso de exudados
cervicovaginales de mujeres con cancer cervicouterino y mujeres sin dicha patologia, por lo que se
identificaron fenotipicamente un total de 20 especies bacterianas. De estas especies, se observé que,

fueron 5 las coincidentes para ambos grupos de estudio (pacientes y controles): Staphylococcus
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epidermidis, Enterococcus faecalis, Streptococcus agalactiae, Escherichia fergusonii y

Corynebacterium amycolatum.

Veldzquez et al., 2011, indicaron en sus revisiones que, ante la existencia del CaCu, se modifica el
ambiente cervicovaginal al presentar alteraciones y lesiones celulares, lo cual es un factor
predisponente para el desarrollo de infecciones recurrentes causadas por la colonizacion

predominante de comunidades bacterianas consideradas como patogenos oportunistas 2,

En concordancia con lo anterior, a pesar de que fueron 40 las cepas que se lograron purificar del
grupo de las pacientes, la microbiota cervicovaginal identificada no fue tan diversa en comparacion
a la microbiota que se identifico en las 30 cepas de las mujeres sin cancer cervicouterino; es decir,
se puede observar que cuanto existié la patologia del CaCu, predominaron corinebacterias y
estafilococos, mientras que en las mujeres sin CaCu, se lograron identificar variedades de
estafilococos, estreptococos, enterococos, aerococos, enteobacterias, paenibacilos, brevibacterias e

incluso corinebacterias.

Los resultados del presente estudio también coinciden con lo expuesto por Gajer et al., 2012, y
Lewis etal., 2017, quienes indicaron que “cualquier alteracion por factores fisiologicos, anatomicos
o bioldgicos en la microbiota vaginal, afecta su equilibrio dinamico ©®, lo cual desencadenaré el
desarrollo de una microbiota anormal, representada principalmente por patdgenos oportunistas que

produciran sintomas y favoreceran el desarrollo de enfermedades ¢

Conocer el perfil fenotipico de la microbiota cervicovaginal que acompafia el cancer cervicouterno
puede ser un posible biomarcador para desarrollar futuros estudios enfocados en el desarrollo de
técnicas clinicas, diagnosticas y terapéuticas que permitan complementar el entendimiento del
proceso salud-enfermedad de las mujeres mexicanas en presencia de esta patologia y la dinamica de

la microbiota en el desarrollo de infecciones sobreagregadas.
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8. CONCLUSIONES GENERALES.

8.1. Conclusiones.

a)

b)

d)

f)

9)

De acuerdo con el perfil fenotipico analizado mediante galerias API, se encontré que la

microbiota vaginal de mujeres con y sin cancer cervicouterino es distinta.

Se identificaron para ambos grupos 20 fenotipos correspondientes a 20 especies bacterianas.

Para el grupo de estudio de pacientes (mujeres con CaCu) conformado por 40 cepas, se
identificaron 12 fenotipos, donde 7 fenotipos fueron exclusivos de este grupo con las
siguientes especies bacterianas: Streptococcus uberis, Escherichia coli, Lactobacillus
rhamnosus, Bacillus pumilus, Bacillus subtilis, Corynebacterium jeikeium y

Corynebacterium striatum.

Para el grupo de estudio de controles (mujeres con CaCu) conformado por 30 cepas, se
presentaron 13 fenotipos, donde 8 fenotipos fueron exclusivos de este grupo con las
siguientes especies bacterianas: Staphylococcus auricularis, Staphylococcus warneri,
Staphylococcus capitis, Globicatella sanguinis, Citrobacter freundii, Klebsiella oxytoca,

Paenibacillus lautus y Brevibacterium epidermidis.

Se encontraron 5 fenotipos que fueron coincidentes para ambos grupos de estudio con las
siguientes especies bacterianas: Staphylococcus epidermidis, Enterococcus faecalis,
Streptococcus agalactiae, Escherichia fergusonii y Corynebacterium amycolatum.

La patologia del CaCu es factor importante para alterar el equilibrio dinamico de la
microbiota vaginal, influyendo en el desarrollo de una microbiota normal para la salud

vaginal.

La eleccion de los sistemas miniaturizados de galerias API, se basé en la caracterizacion

morfologica (macro y microscopicas) y aplicacion de pruebas enzimaticas (catalasa y

oxidasa). Se observo, que fueron una excelente opcion de identificacion fenotipica rapida,
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sencilla y factible para ser empleadas por laboratorios que no cuentan con tecnologia e
infraestructura para realizar pruebas de identificacion molecular, especialmente si se trata de
detectar oportunamente bacterias que pueden influir en el desarrollo de alguna patologia o

su progresion.

h) Conocer el perfil fenotipico de la microbiota cervicovaginal que acompafia el CaCu, puede
ser un posible biomarcador para desarrollar futuros estudios enfocados en el desarrollo de
técnicas clinicas, diagnosticas y terapéuticas que permitan complementar el entendimiento
del proceso salud-enfermedad de las mujeres mexicanas en presencia de esta patologia y la

dinamica de la microbiota en el desarrollo de infecciones sobreagregadas.

8.2. Limitaciones del estudio.

Una de las limitantes del presente, consistié en la base de datos que utiliza el sistema de
identificacion de APl bioMérieux®, puesto que el analisis del perfil numérico generado por las
pruebas bioquimicas de las galerias muchas veces puede ser coincidente o similar para dos especies,
0 bien, no encontrarse actualizada con respecto al constante cambio que se tiene en el campo de la

microbiologia bacteriana.

8.3. Recomendaciones.

Se sugiere continuar la linea de investigacion con relacién al tema expuesto, completando la
identificacion fenotipica de la microbiota vaginal anaerobica, pues es importante comprender la
influencia de esta en el proceso o desarrollo de una patologia tan importante como lo es el cancer

cervicouterino.
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10. ANEXOS.

10.1. Consentimiento informado para pacientes o grupo de Estudio

INSTITUTO NACIONAL DE CANCEROLOGIA
CONSENTIMIENTO INFORMADO Y ACEPTACION DE
PARTICIPACION

1. Datos generales

Investigador principal.

Nombre: Jaime Alberto Coronel Martinez

Teléfono: 56280400

Correo electrénico: quiechc8@hotmailcom

Titulo del proyecto: “COMPARACION DEL PERFIL FENOTIPICO DE LA MICROBIOTA
VAGINAL DE MUJERES CON Y SIN CANCER CERVICOUTERINO.”

Version del consentimiento:

Sitio donde se realizaré: Instituto Nacional de Cancerologia.

2. Participacion voluntaria

Su médico le ha diagnosticado cancer cervico-uterino, por lo que le estamos invitando a participar en una
investigacion para evaluar la microbiota vaginal mediante la obtencion de una muestra de exudado vaginal.
Para este estudio se espera que participen 50 personas con diagnostico similar a usted. SU PARTICIPACION
ES ABSOLUTAMENTE VOLUNTARIA Y USTED PUEDE ABANDONAR EL ESTUDIO EN EL
MOMENTO QUE LO DESEE SIN AFECTAR SU ATENCION MEDICA NI CUALQUIERA DE LOS
DERECHOS QUE USTED TIENE COMO PACIENTE EN EL CASO DE QUE USTED NO DESEE
PARTICIPAR O DESEE ABANDONAR EL ESTUDIO.

3. Informacién para el paciente sobre la justificacién y objetivos del procedimiento

Le invitamos a que participe en un estudio de investigacion, para evaluar, si pacientes con el tipo de cancer
que usted tiene pudieran tener una microbiota vaginal diferente a las mujeres sanas. SU PARTICIPACION
ES ABSOLUTAMENTE VOLUNTARIA'Y NO AFECTARA SU ATENCION MEDICA.

4. Datos propios del procedimiento

Si usted acepta participar y una vez que firme el consentimiento y se confirme que pueda participar en el
estudio, antes de iniciar el tratamiento, se le tomara una muestra de exudado vaginal. Una vez realizada esta
prueba, usted recibira su tratamiento. Usted sera valorado por un médico cada semana. En la consulta se le
tomara una muestra de exudado vaginal al inicio de su tratamiento, a la mitad y al final del mismo. La toma
de muestra de exudado vaginal es segura, para realizarla se le colocara en posicién ginecoldgica, con
la ayuda de un especulo se expondra su cuello vaginal para que mediante un isopo especial sea tomada
una muestra del exudado vaginal. El tiempo de realizacion de la toma de muestra es de 10-15 minutos.

5. Beneficios

Si usted acepta participar no obtendra un beneficio directo de los resultados de este estudio. La informacion
obtenida en este estudio podria ayudarnos en el futuro a mejorar el control de su enfermedad para otros
pacientes.
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6. Riesgos
Es esperable que usted tenga las molestias propias de la toma de muestra: dolor local y probable sangrado.

7. Procedimientos Alternativos
Su participacion en este estudio es completamente voluntaria, si decide no participar en el estudio serd tratado
de forma convencional.

8. Responsabilidad del paciente

Al aceptar participar en este estudio usted se compromete a asistir a sus consultas en las fechas que se le
indiquen, y si usted se muda o no regresa al Instituto, se le podra Ilamar o buscar y averiguar como se
encuentra de salud. Asi mismo se compromete a aceptar la realizacion de algunas preguntas sobre usted y
sus habitos, y la realizacion de pruebas incluyendo la toma de muestra de exudado vaginal.

9. Confidencialidad

Solo su doctor y sus colaboradores sabran que usted esta participando en el estudio. Los registros que se
hagan se haran identificAndolo s6lo con un c6digo y no con el nombre; sin embargo, personal autorizado
podran revisar su expediente clinico como parte de su actividad de supervision del estudio. Si los resultados
de este estudio son publicados, usted no sera identificado por el nombre.

10. Compensacion
Usted no recibira remuneracion alguna por su participacion. Usted entiende que su participacion en el estudio
es voluntaria.

11. Terminacion del estudio

En cualquier momento usted puede retirar su consentimiento a participar en el estudio, sin que su tratamiento
médico posterior se vea afectado. Su médico también podra detener el estudio por razones médicas u otras
razones.

12. Personas a contactar

EN CASO DE DUDAS SOBRE SU PARTICIPACION EN ESTE ESTUDIO, PODRA CONTACTAR AL
INVESTIGADOR PRINCIPAL, Dr. Jaime Alberto Coronel Martinez, al tel: 562800400 Ext. EN CASO DE
DUDAS SOBRE SUS DERECHOS COMO PACIENTE QUE PARTICIPA EN UN ESTUDIO CLINICO,
CONTACTAR AL PRESIDENTE DEL COMITE DE ETICA: Dra. Myrna Candelaria Hernandez, al
teléfono 56280400, Ext:338.

13. Firmas:

Yo he leido y comprendido la
informacion anterior y mis preguntas han sido respondidas de manera satisfactoria. He sido informado
y entiendo que los datos obtenidos en el estudio pueden ser publicados o difundidos con fines cientificos,
por lo que acepto participar en el estudio:” Estudio comparativo presente en mujeres con cincer
cervicouterino atendidas en el INCAN y en mujeres sanas”. Asi mismo, he recibido una copia de este
consentimiento informado.

NOMBRE DEL PARTICIPANTE

Firma

Fecha Teléfono
Direccion

NOMBRE DEL TESTIGO 1
Firma
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Fecha Teléfono
Direccion
Parentesco con el paciente

NOMBRE DEL TESTIGO 2

Firma

Fecha Teléfono
Direccion

Parentesco con el paciente

NOMBRE Y FIRMA DE QUIEN TOMA EL CONSENTIMIENTO

He explicado al Sr(a). la naturaleza y los propdsitos de la investigacion; le he
explicado acerca de los riesgos y beneficios que implica su participacion. He contestado a las preguntas en
la medida de lo posible y he preguntado si tiene alguna duda. Acepto que he leido y conozco la normatividad
correspondiente para realizar investigacion con seres humanos y me apego a ella. Una vez concluida la sesion
de preguntas y respuestas, se procedio a firmar el presente documento.

NOMBRE Y FIRMA DEL INVESTIGADOR

INSTITUTO NACIONAL DE CANCEROLOGIA
AVENIDA SAN FERNANDO 22, CIUDAD DE MEXICO, CP 14080 TELEFONO 562804
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11.2. Consentimiento informado para grupo Control

INSTITUTO NACIONAL DE CANCEROLOGIA
CONSENTIMIENTO INFORMADO Y ACEPTACION DE
PARTICIPACION

1. Datos generales

Investigador principal:

Nombre: Jaime Alberto Coronel Martinez

Teléfono: 56280400 Ext

Correo electrénico: quiechc8@hotmailcom

Titulo del proyecto: “COMPARACION DEL PERFIL FENOTIPICO DE LA MICROBIOTA
VAGINAL DE MUJERES CON Y SIN CANCER CERVICOUTERINO.”

Version del consentimiento:

Sitio donde se realizaré: Instituto Nacional de Cancerologia.

2. Participacion voluntaria

Le estamos invitando a participar en un estudio de investigacion para evaluar la microbiota vaginal mediante
la obtencidn de una muestra de exudado vaginal. Para este estudio se espera que participen 50 personas sanas
y 50 personas con cancer cervico-uterino. SU PARTICIPACION ES ABSOLUTAMENTE VOLUNTARIA
Y USTED PUEDE ABANDONAR EL ESTUDIO EN EL MOMENTO QUE LO DESEE SIN AFECTARSE
EN EL CASO DE QUE USTED NO DESEE PARTICIPAR O DESEE ABANDONAR EL ESTUDIO.

3. Informacion para el paciente sobre la justificacion y objetivos del procedimiento

Le invitamos a que participe en un estudio de investigacion, para evaluar, si mujeres sanas como usted tiene
pudieran tener una microbiota vaginal diferente a las mujeres con céancer cervico-uterino. SU
PARTICIPACION ES ABSOLUTAMENTE VOLUNTARIA.

4. Datos propios del procedimiento

Si usted acepta participar y una vez que firme el consentimiento y se confirme que pueda participar en el
estudio, se le tomara una muestra de exudado vaginal. Una vez realizada esta prueba, una vez realizada la
toma de muestra usted podréa realizar sus actividades cotidianas. La toma de muestra de exudado vaginal
es segura, para realizarla se le colocara en posicion ginecolégica, con la ayuda de un especulo se
expondré su cuello vaginal para que mediante un hisopo especial sea tomada una muestra del exudado
vaginal. El tiempo de realizacion de la toma de muestra es de 10-15 minutos.

5. Beneficios

Si usted acepta participar no obtendra un beneficio directo de los resultados de este estudio. La informacién
obtenida en este estudio podria ayudarnos en el futuro a mejorar el control de pacientes con Céancer
cervicouterino.

6. Riesgos

Es esperable que usted tenga las molestias propias de la toma de muestra: dolor local y probable sangrado.

7. Procedimientos Alternativos
Su participacion en este estudio es completamente voluntaria, si decide no participar en el estudio no tendra
ninguna repercusion.
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8. Responsabilidad del paciente
Al aceptar participar en este estudio usted se compromete a aceptar la realizacion de algunas preguntas sobre
usted y sus habitos, y la realizacién de pruebas incluyendo la toma de muestra de exudado vaginal.

9. Confidencialidad

Sélo su doctor y sus colaboradores sabran que usted esta participando en el estudio. Los registros que se
hagan se haran identificandolo s6lo con un codigo y no con el nombre; sin embargo, personal autorizados
podran revisar su expediente clinico como parte de su actividad de supervisién del estudio. Si los resultados
de este estudio son publicados, usted no sera identificado por el nombre.

10. Compensacion
Usted no recibira remuneracién alguna por su participacion. Usted entiende que su participacion en el estudio
es voluntaria.

11. Terminacion del estudio
En cualquier momento usted puede retirar su consentimiento a participar en el estudio, sin verse afectada.

12. Personas a contactar

EN CASO DE DUDAS SOBRE SU PARTICIPACION EN ESTE ESTUDIO, PODRA CONTACTAR AL
INVESTIGADOR PRINCIPAL, Dr. Jaime Alberto Coronel Martinez, al tel: 562800400 Ext. EN CASO DE
DUDAS SOBRE SUS DERECHOS COMO PACIENTE QUE PARTICIPA EN UN ESTUDIO CLINICO,
CONTACTAR AL PRESIDENTE DEL COMITE DE ETICA: Dra. Myrna Candelaria Hernandez, al
teléfono 56280400,Ext:338.

13. Firmas

Yo he leido y comprendido la
informacién anterior y mis preguntas han sido respondidas de manera satisfactoria. He sido informado
y entiendo que los datos obtenidos en el estudio pueden ser publicados o difundidos con fines cientificos,
por lo que acepto participar en el estudio:” Estudio comparativo presente en mujeres con cancer
cervicouterino atendidas en el INCAN y en mujeres sanas”. Asi mismo, he recibido una copia de este
consentimiento informado.

NOMBRE DEL PARTICIPANTE

Firma

Fecha Teléfono

Direccion

NOMBRE DEL TESTIGO 1

Firma

Fecha Teléfono
Direccion

Parentesco con el paciente

NOMBRE DEL TESTIGO 2

Firma

Fecha Teléfono
Direccion

Parentesco con el paciente
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NOMBRE Y FIRMA DEL QUIEN TOMA EL CONSENTIMIENTO

He explicado al Sr(a). la naturaleza y los propdsitos de la investigacion; le he
explicado acerca de los riesgos y beneficios que implica su participacion. He contestado a las preguntas en
la medida de lo posible y he preguntado si tiene alguna duda. Acepto que he leido y conozco la normatividad
correspondiente para realizar investigacion con seres humanos y me apego a ella.

Una vez concluida la sesion de preguntas y respuestas, se procedid a firmar el presente documento.

NOMBRE Y FIRMA DEL INVESTIGADOR

INSTITUTO NACIONAL DE CANCEROLOGIA
AVENIDA SAN FERNANDO 22, CIUDAD DE MEXICO, CP 14080 TELEFONO 56280486
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10.2. Cuestionario de datos sociodemograficos y gineco-obstétricos

INSTITUTO NACIONAL DE CANCEROLOGIA
HOJA DE RECOLECCION DE DATOS
“COMPARACION DEL PERFIL FENOTIPICO DE LA
MICROBIOTA VAGINAL DE MUJERES CON Y SIN
CANCER CERVICOUTERINO.”

Numero de Identificacion:

Edad: . Escolaridad:

Ocupacién: . Estado Civil:

Originaria: . Residencia actual:

Tabaquismo: Si__ . No___ . Frecuencia: afios. Estatus actual:
Alcoholismo: Si__ .No___ . Frecuencia;______ afios. Estatus actual:

Infecciones previas (Maximo 3 meses).

Tratamiento utilizado:

Dosis: . Dias de tratamiento:

Flujo vaginal: Si . No: . Tiempo de aparicion:
Metrorragia: Si . No: . Tiempo de aparicion:
Dispareunia: Si . No: . Tiempo de aparicion:
Hemorragia Postcoital: Si . No: . Tiempo de aparicion:

Numero de apdsitos o toallas utilizadas durante el dia:

Menarca:

. Ciclos: . IVSA: Menopausia:

Numero de parejas sexuales:

Gestas:

. Partos: . Cesareas: . Abortos:

Nacidos vivos: . Nacidos muertos:

Complicaciones durante el embarazo:

Citologias realizadas: Si . No . Fecha: / /

MPF: Si

No: . Especifique: . Duracion:
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Numero de parejas sexuales:
Gestas: . Partos: . Cesareas: . Abortos:

Nacidos vivos: . Nacidos muertos:

Complicaciones durante el embarazo:

Citologias realizadas: Si . No . Fecha: / /

MPF: Si . No: . Especifique: . Duracion: afios.

INSTITUTO NACIONAL DE CANCEROLOGIA
AVENIDA SAN FERNANDO 22, CIUDAD DE MEXICO, CP 14080 TELEFONO 562804
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